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Resumen 
La tuberculosis (TB) es uno de los retos más importantes para la salud pública en el 
mundo. Actualmente existe una prevalencia de 2 billones de personas infectadas con 
Mycobacterium tuberculosis, lo que representa el 30% de la población mundial; en este 
contexto la TB junto con el VIH/SIDA (Virus de Inmunodeficiencia Humana/Síndrome de 
Inmunodeficiencia Adquirida) son las enfermedades que causan el mayor número de 
muertes ocasionadas por agentes infecciosos en el mundo, por lo que el descubrimiento 
de nuevos blancos terapéuticos es una prioridad en la investigación para el control de la 
TB. En la actualidad, las proteínas de membrana plasmática han ganado relevancia 
como blancos terapéuticos para el control de patógenos intracelulares, en especial, las 
proteínas encargadas del transporte iónico como los transportadores ABC, las ATPasas 
tipo P y los sistemas antiporter ion/H+. Específicamente, las ATPasas tipo P juegan un 
papel esencial en múltiples procesos biológicos de las células, entre ellos, la captura de 
nutrientes del medio extracelular, la desintoxicación con metales, la regulación del 
volumen celular, además son consideradas como factores de virulencia. De hecho, la 
homeóstasis iónica es relevante en la fisiología de la interacción hospedero-patógeno; ya 
que ambos han desarrollado mecanismos sofisticados para el transporte de iones hacia 
el interior o el exterior celular dependiendo de sus necesidades [1]. Se conoce que una 
vez fagocitada y durante la maduración del fagosoma, M. tuberculosis se enfrenta a 
variaciones considerables en la concentración de iones como Ca2+, K+ y Cl-, lo que 
también se ha relacionado con la acidificación del fagosoma [1]. Nuestro grupo de 
investigación se ha dedicado en los últimos años a indagar el potencial de las ATPasas 
tipo P o bombas de transporte catiónico (Ca2+, Na+, K+, Na+/K+), como dianas potenciales 
para el diseño de compuestos antimicobacterianos.  
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Recientemente se ha considerado que Pma1, una posible ATPasa tipo P relacionada 
con el transporte de metales alcalinos/alcalinotérreos de Mycobacterium smegmatis, 
podría ser la contraparte del transportador CtpF de M. tuberculosis, este último de 
relevancia en los procesos de infección y condiciones de estrés del bacilo tuberculoso. 
Las características y el rol biológico de Pma1 son completamente desconocidas. En el 
presente trabajo, se realizó un estudio in silico del gen pma1 para determinar su posible 
especificidad iónica en M. smegmatis. Este análisis bioinformático determinó que esta 
posible ATPasa tipo P pertenece a un grupo de enzimas que transportan metales 
alcalinos/alcalinotérreos con mayor probabilidad de transportar Calcio y/ó Sodio/Potasio. 
Para confirmar esta predicción, el gen pma1 se clonó en el sistema pBAD-A-Myc-His y 
en el vector lanzadera pMV261 para determinar la influencia de la sobreexpresión del 
transportador en la viabilidad de células de E. coli y M. smegmatis respectivamente, bajo 
concentraciones tóxicas de diferentes metales alcalinos/alcalinotérreos. Se observó que  
Pma1 le proporciona a las células mayor tolerancia a concentraciones tóxicas de Na+, K+ 
y Na+/K+ en cultivo, siendo mayor el efecto en las micobacterias en comparación con E. 
coli. Por otra parte, mediante experimentos de PCR en tiempo real se determinaron 
cambios en el perfil transcripcional del gen pma1 en M. smegmatis cultivado en 
concentraciones sub-letales de metales alcalinos/alcalinotérreos (1100 mM Na+, 1100 
mM K+, 1100 mM Na+/K+ y 400 mM Ca2+). Se observó que la estimulación iónica activa 
de forma decreciente la transcripción de pma1 en el siguiente orden: K+ > Ca2+ > Na+ > 
Na+/K+. Finalmente, se realizaron ensayos de actividad ATPasa en vesículas de 
membrana plasmática de M. smegmatis y E. coli expresando la proteína Pma1 de M. 
smegmatis, donde se encontró que para M. smegmatis el transporte de iones en 
vesículas de membranas es activado de forma creciente de la siguiente manera: Na+ < 
Ca2+ < K+ < Na+/K+, mientras que para E. coli se encontró así: Ca2+ < Na+/K+ < K+ < Na+. 
Finalmente se estableció que las mejores condiciones para la activación de Pma1 en la 
membrana plasmática se dan usando 10 mM Na+, 100 mM K+, 10/40 mM Na+/K+ y 30 µM 
Ca2+, BRIJ-58 (0,01%-0,05%), 8 µg de proteína de membrana recombinante, 30 minutos 
de reacción, pH 7,4, a 37ºC. También se determinaron las constantes cinéticas Km y 
Vmax para Na+/K+ (54,98 µM y 17,18 U/mg de proteína, respectivamente) y para Ca2+ 
(0,4643 µM y 8,503 U/mg de proteína, respectivamente), ya que siguieron una cinética 
del tipo Michaelis-Menten. Los resultados obtenidos se podrían extrapolar al posible 
comportamiento que pueda tener su homólogo, CtpF, en el bacilo tuberculoso. 
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Abstract 
Tuberculosis (TB) is one of the most important public health challenges in the world. 
Currently there is a prevalence of 2 billion people infected with Mycobacterium 
tuberculosis, which represents 30% of the world population; in this context the TB along 
with HIV/AIDS (Human Immunodeficiency Virus/Acquired Immunodeficiency Syndrome) 
are diseases that cause most deaths caused by infectious agents in the world, so the 
discovery of new therapeutic targets is research a priority for TB control. Currently, 
plasma membrane proteins have gained prominence as therapeutic targets for controlling 
intracellular pathogens, in particular those responsible for ion transport proteins as ABC 
transporters, P-type ATPases and ion/H+ antiporter systems. Specifically, P-type 
ATPases play an essential role in many biological processes of cells, including nutrient 
capture of the extracellular medium, metal detoxification and cell volume regulation. 
These are considered virulence factors. In fact, ionic homeostasis is important in the 
physiology of the host-pathogen interaction; as both have developed sophisticated 
mechanisms for the transport of ions into or outside the cell depending on their needs [1]. 
It is known that once phagocytized and phagosome maturation during M. tuberculosis 
faces considerable variations in the concentration of Ca2+, K+ and Cl- ions, which is also 
linked to the acidification of the phagosome [1]. Our research group has been dedicated 
in recent years to investigate the potential of P-type ATPases or pumps cation transport 
(Ca2+, Na+, K+, Na+/K+) as potential targets for the design of antimycobacterial 
compounds. 
 
Recently it has been considered that Pma1, a possible P-type ATPase related to the 
transport of alkali/alkaline earth metals in Mycobacterium smegmatis could be the 
counterpart of CtpF in M. tuberculosis, the latter of relevance in the process of infection 
and stress conditions of the tubercle bacillus. The characteristics and the biological role of 
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Pma1 are completely unknown. In this work, an in silico study of the pma1 gene was 
performed to determine possible ionic specificity in M. smegmatis. The bioinformatic 
analysis showed that the P-type ATPase might belong to a group of enzymes that 
transport alkali/alkaline earth metal are more likely to transport Calcium and/or 
Sodium/Potassium. To confirm this prediction, the pma1 gene was cloned into the pBAD-
A-Myc-His system and the shuttle vector pMV261 to determine the effect of 
overexpression of the transporter in the viability of cells of E. coli and M. smegmatis 
respectively, using toxic concentrations of different alkali/alkaline earth metals. It was 
observed that Pma1 provides cells increased tolerance to toxic concentrations of Na+, K+ 
and Na+/K+ in culture, the effect being greater in mycobacteria compared to E. coli. 
Moreover, through Real-time PCR experiments changes were determined in the 
transcriptional profile of pma1 gene in M. smegmatis grown on sublethal concentrations 
alkali/alkaline earth metal (1100 mM Na+, 1100 mM K+, 1100 mM Na+/K+ and 400 mM 
Ca2+). It was observed that the active form ionic stimulation of transcription of pma1 
decreasing in the following order: K+ > Ca2+ > Na+ > Na+/K+. Finally, ATPase activity 
assays were performed on plasma membrane vesicles of M. smegmatis and E. coli 
expressing M. smegmatis protein Pma1, where it was found that M. smegmatis for ion 
transport in membrane vesicles is activated and increased as follows: Na+ < Ca2+ < K+ < 
Na+/K+, whereas E. coli was found as follows: Ca2+ < Na+/K+ < K+ < Na+. Finally it was 
decided that the best conditions for the activation of Pma1 plasma membrane, are given 
using 10 mM Na+, 100 mM K+, 10/40 mM Na+/K+ and 30 µM Ca2+, BRIJ-58 (0,01%-
0,05%), 8 µg of recombinant membrane protein, 30 minutes of reaction, pH 7,4, at 37°C. 
Kinetic parameters Km and Vmax were also determined for Na+/K+ (54,98 µM and 17,18 
U/mg of protein, respectively) and Ca2+ (0,4643 µM and 8,503 U/mg of protein, 
respectively), they followed a Michaelis-Menten kinetics. The results could be 
extrapolated to the possible behavior that may have its counterpart, CtpF in the tubercle 
bacillus. 
 
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium smegmatis mc2155, P-type 
ATPases, Pma1, alkali/alkaline earth metal. 
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Figura 1-2: Historia de la tuberculosis (TB). La historia de la TB está estrechamente 
relacionada con la historia del hombre. Pasó de ser una enfermedad con alta tasa de 
mortalidad en la era pre-antibiótica (pre-AB) a una afección prevenible y curable en la era 
de los AB. Desde la década de 1990 la irrupción de cepas resistentes a drogas (MDR y 
XDR) alarma a las autoridades sanitarias ya que en estos casos la mortalidad sería 
similar a la de la era pre-AB. Modelos matemáticos predicen que de no tomarse medidas 
específicas contra la TB-DR, estas cepas podrían ser las dominantes en el futuro [28]. 
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Figura 1-3: Incidencia estimada de casos de TB registrados a nivel mundial y en 
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WHO del 2014 [6]. B) Situación epidemiológica en Colombia reportada por el INS en el 
2014 (Figura adaptada de los datos del INS 2014) [19]. .................................................. 13 
 
Figura 1-4: Ciclo de vida de M. tuberculosis. La infección se inicia por la inhalación de 
gotículas de aerosol que contienen la micobacteria. Las etapas iniciales de la infección se 
caracterizan por una respuesta inmunitaria innata por parte del hospedero, lo que implica 
el reclutamiento de células inflamatorias en el pulmón. A raíz de la difusión de las 
bacterias a los ganglios linfáticos, la presentación de antígenos bacterianos por parte de 
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células T, células B, macrófagos activados y otros leucocitos conduce al establecimiento 
de granulomas, que pueden contener a M. tuberculosis. La mayoría de los individuos 
infectados permanecen en un estado "latente" de la infección, en la que no hay síntomas 
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asterisco), el 95% de los pacientes se recuperan tras el tratamiento, mientras que el 5% 
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Figura 1-6: Representación esquemática de la envoltura de células micobacterianas. En 
la parte izquierda de la figura se muestra la envoltura celular de M. smegmatis tomada 
por microscopía de transmisión electrónica. En la parte derecha de la figura se presenta 
un esquema gráfico de la envoltura micobacteriana en el que se observa la membrana 
plasmática, el periplasma, los componentes de la base de la pared celular (PG, AG y AM) 
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micobacterias no tuberculosas; M. tuberculosis carece de glicolípidos sero-específicos 
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Phe, F * Fenilalanina 
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Introducción 
El descubrimiento de Mycobacterium tuberculosis como agente causal de tuberculosis 
(TB) por Robert Koch en 1882 marcó la primera iniciativa moderna en el estudio de esta 
enfermedad [2], lo que junto al desarrollo y optimización de las técnicas de tinción y 
cultivo por Erhlich, Ziehl y Nielsen, establecieron las primeras herramientas para combatir 
racionalmente la TB [3]. En más de un siglo de investigación, se ha desarrollado una 
vacuna contra la TB (la actual BCG) y varios agentes quimioterapéuticos que de una u 
otra forma han mitigado el efecto de la TB. Aun así, esta enfermedad sigue siendo la 
mayor causa de muerte en el mundo debida a un agente infeccioso de origen bacteriano 
[4, 5]. Casi un tercio de la población mundial está infectada con el bacilo tuberculoso, el 
que causa la muerte de aproximadamente 2 millones de personas cada año [6]. Esta 
situación ha empeorado recientemente por la aparición de cepas de bacilos 
multirresistentes a los medicamentos antes efectivos en el tratamiento, y por la 
coinfección VIH/SIDA [6]. Por todo lo descrito anteriormente, se hace prioritario el 
desarrollo de nuevas estrategias para prevenir y controlar eficientemente la TB. 
 
Algunas características biológicas del bacilo tuberculoso como su tiempo lento de 
replicación, sus requerimientos exigentes para el crecimiento in vitro y su dificultad para 
la manipulación genética, plantean un verdadero desafío para el estudio de la TB. 
Afortunadamente, el conocimiento del genoma de M. tuberculosis y de otras 
micobacterias ha proporcionado herramientas muy útiles para su análisis [7, 8]. Por otra 
parte, M. smegmatis fue la primera especie de micobacteria reconocida después de M. 
tuberculosis; se trata de una micobacteria ambiental de relativamente rápido crecimiento, 
aislada del suelo y del agua, no patógena, y que comparte muchas características y 
secuencia genómica con M. tuberculosis [9], lo que facilita su uso como modelo para el 
estudio de la TB.  
 
2 Clonación, sobreexpresión y determinación de la especificidad iónica de Pma1, 
una posible Na+/K+ ATPasa de Mycobacterium smegmatis 
 
 
 
El reto de avanzar en la lucha contra la TB implica entender mejor los mecanismos de 
interacción hospedero-patógeno de M. tuberculosis, por ejemplo conocer como el bacilo 
tuberculoso logra sobrevivir largos periodos de tiempo en condiciones adversas dentro de 
las células del huésped [10, 11]. El éxito del bacilo tuberculoso como patógeno se debe 
en parte a que este responde de manera efectiva a los diferentes microambientes, lo que, 
entre otros, logra regulando el transporte de sustancias a través de su membrana 
plasmática. Es aquí donde posiblemente las enzimas de intercambio iónico tienen un 
papel fundamental en la biología de las micobacterias. Específicamente, las ATPasas 
tipo P son enzimas muy interesantes, ya que además de transportar cationes metálicos, 
generan los gradientes electroquímicos necesarios para el transporte de otro tipo de 
solutos a través de la membrana celular y protegen a las micobacterias de sustancias 
tóxicas presentes en el ambiente intracelular [12, 13].  
 
Las ATPasas hidrolizan ATP liberando energía que se utiliza en las membranas 
plasmáticas para el transporte de iones en contra de gradientes electroquímicos [14]. Los 
mecanismos enzimáticos de las ATPasas tipo P se describieron inicialmente para células 
eucariotas [15, 16]. Estas enzimas tienen cinco dominios que son funcional y 
estructuralmente diferentes: tres de estos dominios son citoplasmáticos (A, actuador, N, 
unión a nucleótido y P, fosforilación), y los otros dos se embeben en la membrana (T, 
transporte y S, soporte específico de clase) [12]. Las ATPasas tipo P presentan dos 
estados conformacionales: E1, donde se unen los iones en un lado de la membrana 
celular, induciendo su auto-fosforilación y la generación de un nuevo estado 
conformacional; y E2, que tiene una menor afinidad por los sustratos y por lo tanto los 
iones inicialmente reconocidos son liberados al otro lado de la membrana, promoviendo 
el transporte de iones y la auto-desfosforilación de la enzima [12, 17].  
 
A pesar que las ATPasas tipo P comparten un mecanismo catalítico basado en los 
cambios conformacionales de sus cinco dominios estructurales, su regulación y la 
afinidad por el sustrato transportado es diferente para cada una de ellas [12]. Desde este 
punto de vista, las ATPasas tipo P están clasificadas filogenéticamente en cinco 
subfamilias (P1-P5), dentro de las que se encuentran 10 subtipos diferentes clasificados 
de acuerdo al sustrato transportado [12]. Por tanto, resulta interesante y relevante 
evaluar la importancia que estas enzimas tienen en la patogénesis, virulencia, resistencia 
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a antibióticos, latencia  y demás aspectos relacionados con el éxito del bacilo tuberculoso 
como patógeno. 
 
Con anterioridad, nuestro grupo de investigación describió que la actividad Ca2+ y Na+/K+ 
ATPasa en la membrana plasmática de las micobacterias se encuentra estrechamente 
relacionada con el estrés generado por la hipoxia y la inanición [18]; esta actividad en M. 
tuberculosis esta posiblemente regulada por el gen ctpF, cuyo posible homólogo en M. 
smegmatis de acuerdo a estudios bioinformáticos realizados previamente por nosotros, 
podría ser el gen pma1 que codifica para un posible transportador de metales 
alcalinos/alcalinotérreos de la membrana plasmática. En el presente proyecto se planteó 
estudiar la posible relación entre el gen pma1, su afinidad iónica y la tolerancia de M. 
smegmatis a concentraciones tóxicas de metales alcalinos/alcalinotérreos. 
 
Todos los conocimientos y resultados obtenidos del presente trabajo podrían ser de 
utilidad al evaluar el valor potencial de las ATPasas tipo P como posibles dianas para el 
diseño de nuevos compuestos antituberculosos. 
 

5 Justificación 
 
 
 
 
Justificación 
Durante la década de 1980 muchos expertos creían que la amenaza de la TB sobre la 
población mundial había acabado debido a la disminución apreciable de nuevos casos. 
Sin embargo, durante las últimas dos décadas la situación ha cambiado dramáticamente 
debido principalmente a la coinfección con el VIH-SIDA, la aparición de cepas de M. 
tuberculosis resistentes a los compuestos antituberculosos (en especial las 
extremadamente resistentes a los antibióticos ó XDR) y la existencia de TB latente, es 
decir, personas infectadas por el bacilo pero que aún no han desarrollado la enfermedad 
ni pueden transmitir la infección.  
 
El Instituto Nacional de Salud reportó que hasta la semana 45 del año 2014 en Colombia, 
se registraron 9651 nuevos casos de TB, lo que indica que esta enfermedad continua 
siendo un problema de salud pública en nuestro país [19]. En el año 2008 se reportó el 
primer caso de TB causado por la cepa XDR Beijing, la que ha producido brotes graves 
de TB multirresistente alrededor del mundo, poniendo a Colombia en una situación de 
alerta sanitaria frente a la TB multirresistente. 
 
La búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas es una prioridad para el control de la 
TB. El desarrollo de agentes antituberculosos requiere del conocimiento de dianas 
celulares esenciales y el entendimiento de sus mecanismos de acción. Las ATPasas tipo 
P han sido propuestas como blancos para el diseño de compuestos antimicrobianos 
contra algunos patógenos humanos. El mantenimiento de los gradientes de iones 
esenciales a través de la membrana celular de la micobacteria hace que este tipo de 
enzimas sean cruciales para la supervivencia celular, especialmente en las condiciones 
de estrés a las que es sometido el bacilo durante la TB latente. Específicamente, los 
gradientes del ion Ca2+ junto con otros iones como Na+, K+ y H+ controlan numerosos 
6 Clonación, sobreexpresión y determinación de la especificidad iónica de Pma1, 
una posible Na+/K+ ATPasa de Mycobacterium smegmatis 
 
 
 
procesos de transporte secundarios e imponen una regulación astringente en diversas 
vías de señalización [20].  
 
Debido a todo lo mencionado anteriormente, los datos obtenidos en el presente proyecto 
podrían contribuir a entender los mecanismos mediante los que la micobacteria se 
adapta a las condiciones hostiles del hospedero. Además, a largo plazo se pretende 
contribuir a la búsqueda de nuevos compuestos antituberculosos encaminados a 
combatir la TB activa y/o latente. 
7 Marco teórico 
 
 
 
 
1. Marco teórico 
La tuberculosis (TB) continúa siendo un problema sanitario relevante a nivel mundial, el 
que se ha venido aumentando por la aparición de cepas multi y extremadamente 
resistentes a los fármacos (MDR y XDR) y la coinfección con el virus del VIH. Sin 
embargo, poco se sabe de la interacción de estas cepas con su hospedador, ni de la 
relevancia que los transportadores iónicos podrían tener dentro de las especies de 
Mycobacterium, especialmente dentro del bacilo tuberculoso.  
 
1.1 La tuberculosis  
1.1.1 La era pre-antibiótica 
La historia de la TB ha sido estrechamente vinculada con la historia de la humanidad. Las 
herramientas de genotipificación molecular han permitido determinar que el Complejo M. 
tuberculosis (grupo filogenético que incluye a las especies patógenas M. tuberculosis y 
M. bovis) se habría originado hace unos 15000 – 40000 años [21–24], estimación 
cercana a la del éxodo del Homo sapiens desde el Cuerno de África (Figura 1-1) [21]. 
 
Figura 1-1: Evolución del Complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC). A) Migración 
hipotética desde África de los antiguos linajes del MTBC. B) Rutas de migración desde el 
crecimiento demográfico moderno. Las zonas en gris oscuro corresponden a regiones 
con más de 1 millón de habitantes. Los linajes modernos salieron de las regiones más 
densamente pobladas durante la colonización, migración e intercambio comercial. C) La 
población mundial ha llegado a los 6000 millones. Distribución actual de los seis 
principales linajes modernos del MTBC. ■Linaje Indo-Oceánico, ■Oeste Africano 1, 
■Oeste Africano 2, ■Este Africano e India, ■Este Asiático, ■Europa y América. [24].  
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La TB fue documentada por primera vez por los antiguos egipcios, indios y chinos hace 
5000, 3300 y 2300 años, respectivamente [25]. Durante el imperio romano, Galeno 
observó que los esfuerzos para el tratamiento de la TB eran casi inútiles, y se cree que 
recomendaba a sus colegas no visitar a los enfermos avanzados, ya que la inevitable 
muerte podría afectar la reputación del médico [26]. 
 
A comienzos del siglo XVII estalló la gran epidemia tuberculosa en Europa. El 
hacinamiento y las condiciones higiénicas precarias de las crecientes ciudades de la 
época, crearon un escenario perfecto para la transmisión de la mortal Peste Blanca. Las 
creencias populares y los debates académicos perfilaron la concepción de esta 
enfermedad en las distintas culturas y épocas, respecto a la etiología (castigo divino, 
vampirismo, herencia), medidas sanitarias preventivas a tomar y posibles tratamientos 
(ninguno de ellos exitoso). 
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Pero no es hasta entrado el siglo XIX que la ciencia hace los aportes más significativos 
para clarificar las diferentes creencias acerca de la TB. En 1865 Jean-Antoine Villemin 
demostró experimentalmente la inoculabilidad de la TB humana en animales y entre 
animales, los que desarrollaban las lesiones histopatológicas características. Finalmente 
en 1882 Robert Koch demostró de manera exhaustiva que el bacilo tuberculoso era el 
causante único de la TB en todas sus variantes en humanos [27]. A Koch debemos 
además el desarrollo de la tinción ácido-alcohol resistente y la producción del derivado 
proteico purificado (PPD), dos técnicas que, junto con la radiografía de tórax, aún hoy 
son la principal referencia en el diagnóstico de la TB. 
 
1.1.2 La tuberculosis es curable y se puede prevenir 
A mediados del siglo XIX comenzaron a proliferar en Europa los sanatorios para 
tuberculosos, los que contribuyeron a cortar la cadena de transmisión. Por otra parte, a 
pesar de que las terapias disponibles a principio del siglo XX eran de escasa eficacia [25] 
(Figura 1-2), los casos de TB comenzaron a disminuir en los países industrializados 
incluso antes de la aparición de los primeros fármacos debido a la mejora progresiva de 
las condiciones de vida [27]. 
 
Figura 1-2: Historia de la tuberculosis (TB). La historia de la TB está estrechamente 
relacionada con la historia del hombre. Pasó de ser una enfermedad con alta tasa de 
mortalidad en la era pre-antibiótica (pre-AB) a una afección prevenible y curable en la era 
de los AB. Desde la década de 1990 la irrupción de cepas resistentes a drogas (MDR y 
XDR) alarma a las autoridades sanitarias ya que en estos casos la mortalidad sería 
similar a la de la era pre-AB. Modelos matemáticos predicen que de no tomarse medidas 
específicas contra la TB-DR, estas cepas podrían ser las dominantes en el futuro [28]. 
PPD: derivado proteico purificado. IUATLD: International Union Against Tuberculosis and 
Lung Disease. BCG: Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin. STM: 
estreptomicina. PAS: Ácido p-aminosalicílico. INH: isoniazida. PZA: pirazinamida. RMP: 
rifampicina. EMB: etambutol. VIH: virus de inmunodeficiencia humana. NY: Nueva York. 
DOTS: tratamiento directamente observado de corto plazo. MDR: multirresistente a 
drogas. XDR: extremadamente resistente a drogas. 
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La confirmación de que la TB no era heredable sino transmisible, alentó a las autoridades 
sanitarias a montar campañas de prevención para educar a la comunidad. En 1921 fue 
administrada al hombre por primera vez la vacuna desarrollada por Albert Calmette y 
Camille Guérin, una cepa atenuada de M. bovis llamada BCG. Sin embargo, la 
inmunización resultó ser mas efectiva contra la meningitis tuberculosa infantil, pero aún 
en la actualidad es la única vacuna disponible contra la TB [29]. 
 
El descubrimiento en 1944 de la estreptomicina (STM) y sus propiedades 
micobactericidas por Albert Schatz y Selman Waksman dieron inicio a la era de los 
antituberculosos [25] (Figura 1-2). El descubrimiento a continuación de la isoniazida 
(INH), la droga antituberculosa más potente descubierta hasta ese momento [30], y el 
ácido p-aminosalicílico (PAS), condujo al desarrollo de la terapia combinada la cual logró 
una tasa de negativización del 90% en la década de 1960 [25]. Otras drogas se sumaron 
a la lista de agentes con acción antituberculosa: rifampicina (RMP), pirazinamida (PZA), 
etambutol (EMB), cicloserina y etionamida [25]. La quimioterapia efectiva sumada a los 
intensos programas de lucha contra la TB lograron reducir notablemente las tasas de 
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infección y muerte, por lo que la TB pasó a ser una enfermedad prevenible y curable, 
pero quedó latente en aquellos lugares donde la terapia no estaba disponible para todos. 
 
1.1.3 Emergencia sanitaria global 
Hacia el año 1985, la incidencia de la TB comenzó a crecer en los países 
industrializados. Diversos fenómenos sociales estuvieron asociados con la re-emergencia 
de esta enfermedad: aumento de la población en las prisiones, la indigencia, el abuso de 
drogas inyectables, el hacinamiento y la inmigración desde los países en los que la TB 
continuaba siendo endémica. Adicional a esto, el debilitamiento de las medidas de control 
de la TB y la epidemia de VIH/SIDA fueron los dos factores sinérgicos que detonaron la 
epidemia [25]. 
 
En 1993 la Organización Mundial de la Salud (OMS) declara la TB como una emergencia 
sanitaria global, pero a diferencia de la situación vivida en el Medioevo o el Renacimiento 
la humanidad disponía en este caso de antibióticos efectivos, sin embargo estos 
resultaron ser un arma de doble filo: la irrupción de cepas MDR (TB multirresistente que 
no responde al tratamiento por lo menos con isoniazida y rifampicina, los dos 
medicamentos antituberculosos de primera línea más eficaces), alarmó a las autoridades 
sanitarias. 
 
En 2013 la OMS reportó que cerca de 9 millones de personas enfermaron de TB y 1,5 
millones murieron por esta enfermedad [6], donde más del 95% ocurrieron en países de 
ingresos bajos y medianos. Se calcula que una tercera parte de la población mundial 
tiene TB latente; estos individuos tienen un riesgo de un 10% de enfermar de TB a lo 
largo de su vida, un riesgo mucho mayor para las personas cuyo sistema inmunitario está 
comprometido como en los casos de coinfección con VIH, desnutrición, diabetes, o en 
consumidores de tabaco. 
 
La TB presenta síntomas como tos, fiebre, sudores nocturnos, pérdida de peso, etc., los 
que pueden ser leves por muchos meses. Como resultado, los pacientes tardan en 
buscar atención médica, propiciando de esta manera la transmisión de la enfermedad a 
otros individuos. Es así como a lo largo de un año, un enfermo tuberculoso puede infectar 
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a unas 10 a 15 personas por contacto estrecho. Si no reciben el tratamiento adecuado, 
hasta dos terceras partes de los enfermos tuberculosos mueren. 
 
La TB afecta principalmente a los adultos jóvenes, es decir, en la edad más productiva, 
sin embargo, todos los grupos de edad están en riesgo. Más del 95% de los casos y las 
muertes se registran en países en desarrollo [6]; las personas infectadas 
simultáneamente por el VIH y el bacilo tuberculoso tienen entre 21 y 34 veces más 
probabilidades de enfermar de TB. El riesgo de desarrollar TB activa también es mayor 
en personas aquejadas de otros trastornos que deterioran el sistema inmunitario. El 
consumo de tabaco aumenta mucho el riesgo de enfermar de TB y morir como 
consecuencia de esta, pues se calcula que en el mundo más del 20% de los casos de TB 
son atribuibles al hábito de fumar. En 2013, aproximadamente 550000 niños (entre 0 y 14 
años) enfermaron de TB, y una media de 80000 niños seronegativos murieron por esta 
causa [6]. 
 
La TB se presenta en todo el mundo; en el año 2013 el mayor número de casos ocurrió 
en Asia, lo que correspondió el 56% del total de casos nuevos en todo el mundo. No 
obstante, ese mismo año el África subsahariana tuvo la mayor tasa de incidencia: más de 
280 casos por 100000 habitantes, más del doble del promedio global (126 casos por 
100000 habitantes) [6]. En resumen, alrededor del 80% de los casos de TB se 
presentaron en 22 países (56% de los casos se presentaron en Asia, 29% en África, 8% 
en el Este del Mediterráneo, 4% en Europa y 3% en América) [6] (Figura 1-3A). En 
Colombia, el Instituto Nacional de Salud (INS) afirma que por entidad territorial de 
residencia, a la semana epidemiológica 45 de 2014, la tasa de incidencia mas alta la 
presenta Amazonas con 61 casos por 100000 habitantes, seguida por Barranquilla con 
45,3 casos; Antioquía presenta la mayor proporción de casos con el 19,5%, seguido por 
Valle del Cauca con el 13,8%. La incidencia acumulada a esta semana en todo el país es 
de 22,5 casos por 100000 habitantes (Figura 1-3B) [19].  
 
En algunos países se está presentando una disminución considerable de casos, pero en 
otros su descenso sucede muy lentamente. Brasil y China se encuentran entre los 22 
países donde se observó un descenso sostenido de los casos de TB en los últimos 20 
años. La tasa de incidencia de TB se redujo a una tasa promedio de 1,5% por año entre 
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2000 y 2013. A nivel mundial para el año 2013, la tasa de mortalidad por TB ha 
disminuido en un 45% desde 1990 y la tasa de prevalencia ha bajado en un 41% desde 
1990 [6]. 
 
Figura 1-3: Incidencia estimada de casos de TB registrados a nivel mundial y en 
Colombia. A) Situación epidemiológica mundial de TB en el 2013 según el reporte de la 
WHO del 2014 [6]. B) Situación epidemiológica en Colombia reportada por el INS en el 
2014 (Figura adaptada de los datos del INS 2014) [19]. 
 
A) 
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Aproximadamente una tercera parte de los 35 millones de personas infectadas por el VIH 
en todo el mundo están coinfectadas con el bacilo tuberculoso, aunque aún no padecen 
TB activa. La coinfección VIH y TB es muy letal debido que el VIH acelera la evolución a 
TB activa [6]. Un individuo infectado a la vez con el VIH y el bacilo tuberculoso tiene más 
probabilidades de producir una TB activa; en 2013, unas 400000 personas murieron a 
causa de la TB asociada con la infección por el VIH [6]. Según cálculos, en 2013 había 
aproximadamente 1,1 millones de casos nuevos de esta infección mixta, y el 76% vivían 
en África [6]. 
 
Para enfrentar y frenar la TB se han venido usando por décadas los medicamentos 
antituberculosos corrientes, sin embargo, la resistencia a ellos está aumentando. En 
todos los países estudiados se ha comprobado la existencia de cepas del bacilo que 
presentan resistencia a por lo menos un medicamento antituberculoso. Un tratamiento 
B) 
!
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incorrecto contra la TB es el principal origen de la resistencia. En efecto, el tratamiento 
inapropiado con estos medicamentos o el empleo de medicamentos de mala calidad 
pueden causar farmacorresistencia. La enfermedad causada por bacilos resistentes no 
responde al tratamiento corriente de primera línea; no obstante, la forma multirresistente 
se puede tratar y curar con medicamentos de segunda línea. Aun así, hay pocas 
opciones y además, los medicamentos recomendados no siempre se consiguen. El 
tratamiento prolongado necesario (hasta dos años) es más caro y puede producir 
reacciones adversas graves y en algunos casos la farmacorresistencia puede ser peor. 
Esto es lo que se conoce como TB extremadamente resistente (TB-XDR), que solo 
responde a unos pocos medicamentos. En 2013, entre los casos notificados de TB 
pulmonar hubo unos 480000 casos de TB multirresistente [6]. Aproximadamente el 50% 
de ellos correspondían a la India, China y la Federación Rusa. Se cree que alrededor de 
un 9,0% de los casos de TB-MDR presentaban TB-XDR. 
 
1.2 Infección tuberculosa 
La TB es una enfermedad altamente infecciosa. Su ruta de entrada al organismo se da a 
través del tracto respiratorio, vía inhalatoria; la ingestión y la inoculación no tienen 
importancia epidemiológica (Figura 1-4). En algunos lugares en los que aún no se 
pasteuriza la leche de vaca, M. bovis puede penetrar por vía oro-digestiva, a través del 
tejido linfático de la faringe o de la mucosa intestinal. 
 
Figura 1-4: Ciclo de vida de M. tuberculosis. La infección se inicia por la inhalación de 
gotículas de aerosol que contienen la micobacteria. Las etapas iniciales de la infección se 
caracterizan por una respuesta inmunitaria innata por parte del hospedero, lo que implica 
el reclutamiento de células inflamatorias en el pulmón. A raíz de la difusión de las 
bacterias a los ganglios linfáticos, la presentación de antígenos bacterianos por parte de 
las células dendríticas induce la activación de células T, provocando la expansión de 
células T antígeno-específicas que son reclutadas en el pulmón. El reclutamiento de 
células T, células B, macrófagos activados y otros leucocitos conduce al establecimiento 
de granulomas, que pueden contener a M. tuberculosis. La mayoría de los individuos 
infectados permanecen en un estado "latente" de la infección, en la que no hay síntomas 
clínicos presentes. Un pequeño porcentaje de estas personas eventualmente desarrolla 
la enfermedad activa lo que conduce a la liberación de bacilos desde los granulomas que 
se han erosionado en las vías respiratorias. Cuando las personas con TB activa tosen, 
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pueden generar gotículas infecciosas y de esta forma transmitir el bacilo a personas 
sanas [31]. Tomada de [32]. 
 
 
Los enfermos con TB pulmonar expulsan partículas infecciosas al toser, hablar, reír y/o 
estornudar [33]. El bacilo tuberculoso es expulsado mediante gotas infecciosas, las que 
sufren un proceso de evaporación formando un núcleo pequeñísimo de bacilos viables 
(aerosoles) que pueden permanecer suspendidos en el aire por períodos prolongados de 
tiempo, como fue demostrado por los estudios de Welles [34]. 
 
Las partículas mayores de 10 micras no son infecciosas porque rápidamente caen al 
suelo, o si son inhaladas chocan contra las paredes de las vías aéreas superiores, 
llevadas a la orofaringe y luego deglutidas o expectoradas. Las goticas de 1 a 5 micras 
de diámetro con bacilos tuberculosos viables en suspensión, pueden alcanzar los 
campos medios e inferiores del alvéolo implantando allí inicialmente el bacilo [33, 35]. Por 
tanto, la transmisión de la infección tuberculosa requiere de una combinación de factores 
entre los que están: 
 
§ Bacilos viables en el esputo del enfermo. 
§ Aerosoles de esputo cuando el paciente tose. 
§ Concentración suficiente de bacilos suspendidos en el aire. 
§ Huésped susceptible. 
§ Tiempo suficiente del huésped respirando aire contaminado. 
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Si las condiciones anteriores se conjugan, la TB pulmonar es altamente contagiosa, 
como fue demostrado por los estudios de Riley y colaboradores [36, 37]. Una vez en el 
espacio alveolar, el bacilo tuberculoso es ingerido por los macrófagos, y en su mayoría 
rápidamente destruidos. Sin embargo, cuando un bacilo tuberculoso muy virulento es 
ingerido por un macrófago alveolar, este puede multiplicarse en forma intracelular y 
eventualmente matar el fagocito. Los macrófagos alveolares y sanguíneos infectados con 
el bacilo tuberculoso, son inmediatamente activados por linfoquinas que ayudan a 
destruir de forma eficiente los bacilos (Figura 1-4). 
 
Las linfoquinas son sustancias biológicamente activas que son producidas y liberadas por 
los linfocitos T y comprenden, entre otros, los llamados factores quimiotácticos 
inhibitorios de migración y las linfotoxinas [38]. Debe recordarse que la activación de los 
macrófagos no solo participa activamente en el control de la infección, sino que también 
produce la secreción de sustancias dañinas, como el llamado factor de necrosis tumoral 
(TNF). Este producto es secretado por macrófagos activados que, además de contribuir 
(en unión con el interferón-gamma) a la destrucción de M. tuberculosis [39], también es 
responsable de muchas de las manifestaciones sistémicas de la TB. Fiebre, pérdida de 
peso y necrosis tisular, son atribuidas a efectos del TNF [40]. 
 
Después de ingerir al bacilo, el macrófago procesa algunos antígenos bacterianos y los 
presenta a los linfocitos T específicos. Esos macrófagos activados adquieren una 
tremenda capacidad para fagocitar y matar otros bacilos a través de la producción de 
sustancias derivadas del oxígeno como el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno 
[41]. La efectividad de este proceso inmune es el determinante primario que asegura si la 
infección progresa o no a enfermedad [42]. La TB permanece como el ejemplo clásico de 
una enfermedad que es controlada casi totalmente por el sistema inmune mediado por 
células, mostrando al macrófago como la célula causal y al linfocito T como la célula de 
inmunorrespuesta. Este tipo de inmunidad también es llamado resistencia celular 
adquirida. Esta inmunidad mediada por células es esencialmente un fenómeno local, 
producido por los macrófagos activados por linfocitos T y sus linfoquinas en el sitio de la 
infección, y está íntimamente unido al fenómeno de hipersensibilidad retardada de tipo 
celular. A través de la reacción inmune se forman granulomas y en ellos los bacilos 
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tienden a localizarse en su porción central, la cual a menudo es necrótica (caseum). 
Linfocitos T del tipo CD4 y monocitos reclutados de la sangre rodean la lesión. 
Macrófagos tisulares derivados de los monocitos posteriormente se transforman en 
células epitelioides (macrófagos activados) y se fusionan para formar células gigantes 
mononucleadas [43]. Ese granuloma dentro de los pulmones es el llamado complejo 
primario o Complejo de Ghon, que corresponde a una combinación de dos fenómenos, el 
chancro o foco de Ghon que es un área granulomatosa de infección en las etapas 
iniciales de la enfermedad y de lesiones linfáticas (linfangitis) [44]. Aproximadamente 3 a 
6 semanas después de la aparición de un foco de Ghon, el área en cuestión pasa por 
una necrosis caseosa. Las células de M. tuberculosis se multiplican, drenan de 
los macrófagos o del foco de Ghon y diseminan hacia los ganglios linfáticos más 
próximos al lado del pulmón afectado, en particular los ganglios paratraqueales, 
perihiliares y subcarinales ipsilaterales. Por lo general en un 95% de los casos, estas 
áreas sanan, se desarrolla la inmunidad celular y se forma fibrosis progresiva, seguida a 
menudo por calcificaciones visibles en la radiografía de tórax (Complejo de Rankhe) y, a 
pesar de extenderse a otros órganos no desarrolla lesiones [44]. 
 
En resumen, el primer encuentro con el bacilo tuberculoso es el hecho más importante en 
la historia natural de la enfermedad de un individuo. Una vez que los bacilos han hecho 
su entrada a los pulmones, ellos tienen cuatro destinos potenciales: a) la respuesta inicial 
del huésped puede ser 100% efectiva y matar todos los bacilos, de tal manera que la 
persona no podría sufrir de TB, b) los microorganismos pueden comenzar a multiplicarse 
y, por falta de una respuesta inmune adecuada, crecer en seguida de la infección, 
causando la enfermedad clínica conocida como TB primaria progresiva, c) los bacilos 
pueden quedar en estado latente dentro de los macrófagos y no causar enfermedad, de 
tal manera que la persona queda con una infección latente de por vida y, d) que esos 
organismos latentes en estado durmiente puedan, pasado algún tiempo, comenzar a 
crecer dando como resultado una enfermedad clínica conocida como TB de reactivación 
[45]. 
 
Se ha calculado que solo una minoría de las personas que son infectadas con el bacilo 
de Koch son capaces de progresar a enfermedad clínica. Se puede decir, en términos 
generales que por medio de sus defensas inmunes, un 90% de las personas tendrán 
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controlados los bacilos en estado latente para toda la vida; 5% presentará TB primaria 
progresiva y otro 5% tendrá la enfermedad en estados posteriores en su vida, lo que se 
denomina TB de reactivación [46] (Figura 1-5). Por tanto, la respuesta inmunológica del 
huésped ante la infección es de suma trascendencia.  
 
Figura 1-5: Transmisión por aerosol de M. tuberculosis y progresión a TB infecciosa o a 
enfermedad no infecciosa (latente). Una cantidad considerable de personas con infección 
latente puede recaer en TB activa, años después de su primera exposición a la bacteria. 
La TB latente es comúnmente activada por la supresión inmune, como en el caso del 
VIH. En los casos de TB sensible a los medicamentos (MDR) (marcado con un 
asterisco), el 95% de los pacientes se recuperan tras el tratamiento, mientras que el 5% 
recae. Si no son tratados (denotado por dos asteriscos), resulta en alta mortalidad. 
Tomada de [47]. 
 
 
1.3 Género Mycobacterium 
En ocasiones, las micobacterias presentan un crecimiento filamentoso o pseudomiceliar, 
y aunque no forman estructuras de tipo fúngico (esporas, conidias, cápsulas, hifas), el 
género debe su denominación al aspecto fungoide de las colonias. Además de 
micobacterias patógenas estrictas de los humanos y los animales como M. tuberculosis, 
Infección 
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Infección 
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M. leprae, M. bovis, M. caprae o Map, también existen micobacterias patógenas 
oportunistas y micobacterias saprofitas ambientales. M. avium y M. intracellulare son 
importantes patógenos oportunistas causantes de diversas enfermedades que también 
afectan a un amplio rango de hospedadores, entre ellos el hombre. Estas y otras 
especies como M. haemophilum, M. kansasii, M. malmoense, M. simiae, M. szulgai, M. 
xenopi, M. genavense son causantes de infecciones en individuos inmunodeprimidos o 
inmunocompetentes con predisposición a la infección. M. scrofulaceum provoca 
linfoadenitis en niños, M. ulcerans es responsable de lesiones graves de la piel, y M. 
marinum causa micobacteriosis de piel (también llamado granuloma de estanque). Otras 
como M. fortuitum y M. abscessus son responsables de infecciones más esporádicas 
relacionadas con heridas traumáticas o quirúrgicas, e infecciones de piel o de los 
pulmones [48–50]. M. smegmatis es el máximo representante de las micobacterias 
saprofitas ambientales, perteneciente al filo Actinobacteria y es ácido-alcohol resistente. 
Esta micobacteria fue descubierta en 1884 por Lustgarten en un chancro sifilítico; 
posteriormente, Álvarez y Tavel encontraron microorganismos similares en el esmegma 
normal (secreción que suele acumularse en los genitales de los mamíferos, tanto en 
machos como en hembras). M. smegmatis se observa con las tinciones de Ziehl-
Neelsen y auramina, posee un tamaño entre 3 a 5 µm de longitud, se considera un 
microorganismo no patógeno, aunque puede causar enfermedad en animales 
inmunodeprimidos [51]. M. smegmatis es útil en experimentos de laboratorio para la 
investigación de otras especies de micobacteria debido a su taza de crecimiento 
relativamente rápida en comparación a otras micobacterias, y además no es patógena. El 
tiempo de cultivo y una sólida infraestructura necesaria para trabajar con especies 
patógenas llevaron a los investigadores a utilizar M. smegmatis como modelo para el 
estudio de las micobacterias. La especie M. smegmatis comparte más de 2000 
homólogos con M. tuberculosis y comparte la misma estructura inusual de la pared 
celular con muchas otras especies de micobacterias. También es capaz de oxidar el 
monóxido de carbono en condiciones aeróbicas, como también lo hace el bacilo 
tuberculoso [52].  
 
El descubrimiento de plásmidos, fagos, y elementos genéticos móviles ha permitido la 
construcción de sistemas reporteros de genes e inactivación de genes. M. smegmatis 
mc2155 es una cepa hipertransformable, y ahora es el modelo más común de trabajo en 
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la genética de micobacterias. Además, es fácilmente cultivable en la mayoría de los 
medios de laboratorio sintéticos o complejos, donde puede formar colonias visibles de 3 a 
7 días. Estas propiedades hacen que sea un organismo modelo muy atractivo para el 
estudio de M. tuberculosis y otras micobacterias patógenas [51, 53]. 
 
1.3.1 Clasificación taxonómica  
En cuanto a la clasificación taxonómica, el género Mycobacterium es el único 
representante de la familia Mycobacteriaceae, que se integra en el suborden 
Corynebacterinae, orden Actinomycetales, subclase Actinobacteridae, clase 
Actinobacteria, división Firmacutes, y reino Bacteria [54]. Actualmente pertenecen al 
género Mycobacterium 169 especies y 13 subespecies [55]. Durante años, los 
estándares mínimos para la inclusión de microorganismos en este género han sido la 
acido-alcohol resistencia, un contenido de G+C entre 61% y 71% en el ADN 
cromosómico, y la presencia de ácidos micólicos que son degradados por pirolisis a 
metil-ésteres de ácidos grasos de C22 a C26 [56]. Las recomendaciones actuales para la 
descripción de nuevos taxones micobacterianos incluyen [50]: 
 
§ Pruebas de cultivo: temperatura de crecimiento, velocidad de crecimiento, tipo de 
pigmentación, morfología de colonias, y para los organismos de crecimiento 
rápido, tolerancia a NaCl y crecimiento en MacConkey. 
§ Pruebas bioquímicas: arilsulfatasa, reducción de nitrato, hidrólisis de Tween 80, 
hidrólisis de urea, catalasa a 68ºC, y catalasa semicuantitativa como más 
utilizados, pero sin restar importancia al análisis lipídico por medio de 
cromatografía de capa fina (TLC), cromatografía gas-líquido (GLC) y 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 
§ Pruebas genéticas: hibridación ADN-ADN (en desuso), y secuenciación del gen  
ARNr 16S completo, o de al menos las primeras 500 pb. 
 
En los últimos 50 años han sido propuestos muchos agrupamientos y modelos para la 
clasificación de agentes micobacterianos atendiendo a propiedades de crecimiento, 
bioquímicas y moleculares [48–50, 57, 58]. No obstante el esquema basado en 
características de crecimiento y pigmentación propuesto por el grupo de Runyon [59] en 
22 Clonación, sobreexpresión y determinación de la especificidad iónica de Pma1, 
una posible Na+/K+ ATPasa de Mycobacterium smegmatis 
 
 
 
1959 sigue vigente en la actualidad, principalmente debido a su correspondencia con los 
modelos genotípicos.  
 
En general, han sido descritos dos grandes grupos de micobacterias: las de crecimiento 
rápido, que forman colonias claramente visibles en menos de 7 días, y las de crecimiento 
lento, que precisan más de 7 días para conseguirlo [57, 60]. Las especies patógenas más 
importantes, tanto para el humano como para los animales, se encuentran entre las de 
crecimiento lento. Es el caso de las especies responsables de TB, lepra, linfoadenitis 
cervical juvenil, infecciones oportunistas en pacientes inmunodeprimidos, y otras 
enfermedades relacionadas [57, 60]. Sin embargo, la infección con micobacterias de 
crecimiento rápido, también ha sido descrita en la especie humana [50, 61, 62] así como 
en especies animales [50, 63–65]. En la mayoría de casos M. fortuitum, M. chelonae y M. 
abscessus son los agentes oportunistas implicados. Este tipo de infecciones están 
frecuentemente relacionadas con heridas postraumáticas y/o postoperatorias, además de 
las asociadas a enfermedades pulmonares crónicas e infecciones cutáneas en personas 
inmunodeprimidas [48]. 
 
Otra clasificación basada en la importancia en medicina humana es la que distingue entre 
el grupo de micobacterias del complejo M. tuberculosis (MTBC: M. tuberculosis, M. 
africanum, M. bovis, M. microti y M. caprae) y las micobacterias no tuberculosas, atípicas 
o distintas a M. tuberculosis (NTM ó MOTT) [48, 49]. 
 
Se ha encontrado que algunas especies poseen la capacidad de sintetizar pigmentos 
carotenoides que les otorgan coloraciones que varían entre amarillentas y rosáceas [49]. 
Por lo tanto, existe otra clasificación basada en la pigmentación de las colonias, en las 
que especies fotocromógenas son capaces de producir pigmentos en presencia de luz, 
como por ejemplo M. marinum; escotocromógenas, que no necesitan luz para generar la 
pigmentación, como M. gordonae; y las no cromógenas que como su nombre lo indica, 
no se pigmentan, como es el caso de M. tuberculosis [49].  
 
Actualmente, el abordaje taxonómico y filogenético más ampliamente aceptado es el de 
la secuenciación del gen que codifica el ARNr 16S centrado en dos secuencias 
hipervariables conocidas como regiones A y B [66]. 
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Como resultado del análisis de todas las secuencias de ADNr 16S descritas en el género 
Mycobacterium, Tortoli obtuvo un árbol filogenético que clasifica cerca de 100 especies 
conocidas en 5 grandes grupos [50]. Además, también ha sido propuesta la clasificación 
del género en 4 grupos, dependiendo del número de operones ribosómicos por genoma y 
de la longitud de la hélice 18 del ADNr 16S [67]. Sin embargo, la concordancia entre 
estos grupos y los caracterizados en base a su velocidad de crecimiento no es total. 
 
1.3.2 Metabolismo  
Las micobacterias son microorganismos aerobios o microaerófilos, quimioorganotrofos, y 
su temperatura óptima de crecimiento se sitúa entre 30 y 45ºC [56]. Utilizan glicerol o 
piruvato como fuente de carbono y energía, y como fuente de nitrógeno pueden utilizar 
asparagina, glutamato y amonio [68]. Son prototrofas para todos los aminoácidos, 
purinas, pirimidinas y vitaminas del complejo B. Producen exoquelina y algunas son 
productoras de micobactina, dos sideróforos necesarios para metabolizar el hierro. Los 
medios sólidos de cultivo en los que son aisladas son con base de huevo (Herrold, 
Löwenstein-Jensen, Stonebrink, Petragnani, Coletsos, Ogawa kudoh) o con base 
sintética (Middlebrook 7H10 o 7H11). También crecen en medios líquidos como 
Middlebrook 7H9, Watson-Reid, Dubos, Sula, Sauton, o Proskauer-Beck. Dependiendo 
de la especie que se pretenda cultivar se puede suplementar los medios con 
micobactina, hemina, ácido oleico, albúmina, dextrosa, catalasa u otras sustancias [68]. A 
pesar de ello, la aplicación de métodos convencionales de microbiología resulta difícil 
para el estudio de las micobacterias debido a su crecimiento lento y a su tendencia a 
formar conglomerados en suspensión [68]. 
 
1.3.3 Composición genética 
El genoma micobacteriano es rico en guanina (G) y citosina (C) (61-71%) [56]. Se conoce 
la secuencia completa de cuatro cepas de M. tuberculosis [8, 69], de M. leprae [70], M. 
bovis [71] y Map [72]. Las micobacterias pueden contener secuencias de inserción (IS), 
elementos que han resultado muy útiles en la identificación y diferenciación de especies. 
Estos pequeños tramos de ADN transponible que pueden encontrarse varias veces 
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repetidas a lo largo del genoma, tienen en sus extremos secuencias flanqueantes 
repetidas que están involucradas en su transposición. En medio de esas secuencias 
terminales repetidas hay genes involucrados en la transposición y secuencias que 
pueden controlar la expresión de los genes, pero no contienen otros genes que no sean 
esenciales. En los últimos años, un número de métodos de diagnóstico molecular para la 
TB se han desarrollado sobre la base de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
dirigidos a ciertas secuencias, por ejemplo, IS6110, hsp65, ARNr 16S, antígeno 85B y 
antígeno de 38 kDa. El IS6110 pertenece a una familia de secuencias de inserción (IS) 
de la categoría IS3 y su amplificación es más comúnmente utilizada en la detección de 
M. tuberculosis, ya que es altamente conservado [73]. Además del diagnóstico, la 
secuencia de inserción IS6110 se ha utilizado también para el análisis epidemiológico 
molecular de aislados clínicos. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad de la 
secuencia IS6110 en el diagnóstico de la TB sigue siendo incierta y necesita ser 
evaluada por análisis in silico. En los últimos años, se ha demostrado que el diagnóstico 
basado en IS6110 se dificulta por el bajo número de copias o ausencia de esta secuencia 
repetitiva en algunas cepas de M. tuberculosis [73]. 
 
1.3.4 Morfología externa 
Las micobacterias son bacilos rectos o ligeramente curvados de 1-10 µm de largo y 0,2-
0,6 µm de ancho, inmóviles y considerados Gram positivos a pesar de la escasa 
penetración de colorante por medio de esta técnica. Esto es debido a la presencia de 
ácidos micólicos en la compleja envoltura celular, lo que les confiere su característica de 
acido-alcohol resistencia. La envoltura de las micobacterias es un conjunto complejo de 
moléculas que constituye la interface entre la bacteria y la célula huésped, además la 
protege, le da forma y le proporciona mecanismos para el tráfico de sustancias entre en 
interior y el exterior celular [74].  
 
Lo complejo de la pared celular protege a las micobacterias de compuestos tóxicos, 
antibióticos y desinfectantes. Sin embrago, son sensibles a la estreptomicina, un 
aminoglicósido que actúa a nivel del ribosoma inhibiendo la síntesis de algunas proteínas 
bacterianas [75, 76], y a la rifampicina que actúa a nivel de síntesis de ácidos nucleicos 
[77]. También son susceptibles a otros antimicrobianos que actúan en diferentes dianas 
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celulares, tales como la isoniazida (síntesis de ácidos micólicos, AM), pirazinamida 
(profármaco que inhibe la síntesis de ácidos grasos), etambutol (síntesis de 
arabinogalactano, AG) y fluoroquinonas (inhibición de la ADN girasa). Algunos de estos 
antimicrobianos poseen una acción exclusiva sobre las micobacterias [78]. 
 
La envoltura de las micobacterias está constituida por tres componentes [49]: La cápsula, 
cuya síntesis parece estar controlada por mecanismos reguladores dependientes del 
huésped en micobacterias patógenas; la pared celular, formada por unión covalente entre 
peptidoglicano, arabinogalactano y los ácidos micólicos; y por último, la membrana 
citoplasmática, cuya composición es similar a la de otras bacterias. El lipoarabinomanano 
(LAM) es un fosfolípido unido a la membrana que atraviesa toda la envoltura celular y 
cuya composición difiere entre las distintas especies micobacterianas (Figura 1-6) [74, 
79]. La pared de las micobacterias consta de un polímero de arabinogalactano-
peptidoglicano unido covalentemente a ácidos micólicos de tamaño considerable (≥90 
átomos de carbono), y externa a ellos una gran variedad de lípidos extraíbles y de 
proteínas formadoras de poros (porinas). La capa de ácidos micólicos es funcional y 
estructuralmente similar a la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, por lo 
que tienen características de transporte común, por ejemplo: 
  
§ Los compuestos hidrofóbicos (en particular los no-electrolíticos) penetran la 
membrana disolviéndose temporalmente en la bicapa lipídica.   
§ Los compuestos pequeños e hidrofílicos se difunden a través de canales 
proteicos llamados porinas. 
§ Se piensa que los compuestos policatiónicos desorganizan la membrana externa 
para mediar su propia captación en un proceso denominado “captación 
autopromovida”  
§ Ciertos compuestos son específicamente captados por proteínas transportadoras. 
 
Figura 1-6: Representación esquemática de la envoltura de células micobacterianas. En 
la parte izquierda de la figura se muestra la envoltura celular de M. smegmatis tomada 
por microscopía de transmisión electrónica. En la parte derecha de la figura se presenta 
un esquema gráfico de la envoltura micobacteriana en el que se observa la membrana 
plasmática, el periplasma, los componentes de la base de la pared celular (PG, AG y AM) 
y lípidos extraíbles (que con los AM forman la membrana externa), finalmente se 
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encuentra la capa externa (llamada “cápsula” presente principalmente en especies 
patógenas). (Figura adaptada de [80] y [81]). La pared celular de M. tuberculosis es 
diferente en la composición de glicolípidos de superficie con respecto a otras 
micobacterias no tuberculosas; M. tuberculosis carece de glicolípidos sero-específicos 
como los glicopeptidolipidos (GPL), lipooligosacáridos, y glicolípidos fenólicos (PGL), que 
si son glico-constituyentes importantes en la pared de M. smegmatis [82]. 
 
 
§ Membrana plasmática 
La membrana plasmática tiene como función principal la protección osmótica y el 
transporte de iones y moléculas. Está constituida por una bicapa lipídica a la que se 
asocian proteínas y algunos lipopolisacáridos como LAM y lipomanano (LM). También 
están asociados a su estructura fosfolípidos como fosfatidílinositolmanósidos (PIM), 
fosfatidilgliceroles, cardiolipinas y fosfatidiletanolaminas (PE) [83]. Se ha comprobado por 
microscopía electrónica, que las micobacterias no poseen una membrana externa 
adicional como en el caso de las bacterias Gram negativas, corroborando su carácter 
Gram positivo [84]. Sin embargo, existe evidencia de la interacción entre la parte más 
externa de la membrana plasmática y la parte inicial de pared celular que hace la función 
de barrera impermeable similar a la membrana externa de las bacterias Gram negativas 
[79]. 
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El LAM es un polisacárido importante de la envoltura que se encuentra presente en todas 
las especies de micobacterias. Este polisacárido está compuesto por un grupo 
fosfatidilinositol (PI) anclado a la membrana plasmática y unido de forma covalente a 
arabinomanano. La reactividad de células completas de micobacterias con anticuerpos 
dirigidos contra LAM sugiere que este lipooligosacárido se encuentra también expuesto 
en la capa más externa de la envoltura. Por medio de estudios se ha sugerido que el 
LAM está implicado en el proceso de unión e internalización de las micobacterias 
virulentas al macrófago, a través del receptor de manosa [85]. Se considera que LAM 
atraviesa toda la envoltura de la micobacteria, lo cual ha sido corroborado por el modelo 
alternativo de pared celular realizado por Dmitriev et al., en 2000 [86]. 
 
Los extremos de LAM en las especies patógenas y de crecimiento lento generalmente 
terminan en residuos de manosa como en M. tuberculosis y M. bovis, mientras que en las 
especies de crecimiento rápido terminan en residuos de PI, como por ejemplo en M. 
smegmatis [74].  
 
§ Pared celular 
La pared micobacteriana está formada por un esqueleto insoluble (mAGP) formado por la 
unión covalente entre el peptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG) y AM, los que a su 
vez enlazan algunos otros lípidos y glicolípidos de forma no covalente. 
 
En la pared se encuentran otros componentes que poseen manosa en grandes 
cantidades y en algunos casos forman parte de la cápsula: proteínas manoglicosiladas, 
manósidos de fosfatidil inositol (PIMs), LM, LAM y glicolípidos. Estos componentes tienen 
como función permitir la entrada e interacción con los macrófagos por rutas de 
señalización definidas; su concentración se incrementa solo cuando hay interacción con 
los macrófagos [87]. 
 
El PG está unido a lípidos, lo que diferencia a las micobacterias del resto de bacterias 
Gram positivas, donde este se encuentra asociado a proteínas o polisacáridos. La 
abundante presencia de AM le confiere a las micobacterias un carácter altamente 
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hidrofóbico, ya que estas moléculas están organizadas formando una barrera al flujo de 
moléculas hidrofílicas [88].   
 
§ Peptidoglicano (PG) 
El PG es un polímero de aminoazúcares y aminoácidos entrelazados. Su estructura 
consiste en unidades de N-acetil glucosamina unidas al ácido murámico por enlaces 
β1→4 y también unidas a tetrapéptidos (L-alanina-D-isoglutamina-ácido meso 
diaminopimélico-D-alanina) por el ácido murámico [89]. El PG de las micobacterias 
presenta diferencias en comparación con el de otras bacterias, ya que los residuos de 
ácido murámico están N-glicosilados con ácidos glicólicos en lugar de residuos de acetilo 
y las uniones peptídicas son entre dos residuos de ácido diaminopimélico, además de 
ácido diaminopimélico y D-alanina. 
 
§ Arabinogalactano (AG) 
El AG en la mayoría de micobacterias representa aproximadamente el 35% de su pared 
celular [89]. El AG es un compuesto serológicamente activo que posee reactividad 
cruzada con antisueros producidos contra la pared de diferentes especies de 
micobacterias, y en algunos casos también con anticuerpos que reconocen la pared de 
otras bacterias [90]. Algunos estudios han demostrado que el AG está compuesto de D-
galactofuranosas y D-arabinofuranosas [82], además de tres cadenas de arabinomanano 
(27 D-arabinofuranosa) unidas a un núcleo de homogalactano (32 residuos de D-
galactofuranosa) que alterna uniones 5 y 6 β-D-galactofuranosa [74]. 
 
§ Ácidos micólicos (AM) 
Los AM son ácidos grasos α-ramificados y β-hidroxilados de alto peso molecular con 
cadenas hidrocarbonadas largas (C70-C90) que se encuentran en todas las especies de 
micobacteria [91]. La abundante presencia de AM en la pared celular le confiere a las 
micobacterias un alto carácter hidrofóbico, al formar una barrera al flujo de moléculas 
polares [88]. Los AM esterifican al AG y también esterifican trehalosa para formar 
dimicolatos de trehalosa (TMD) o monomicolatos de trehalosa.  
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Se distinguen dos grandes familias de AM: α-micolatos, los que no tienen grupo funcional 
oxigenado y los micolatos oxigenados [92]. Específicamente, los AM se han clasificado 
en 7 tipos basados en la clase de ramificación y en la función oxigenada presente. El tipo 
I son los micolatos no oxigenados de cadena larga (α–micolatos), el tipo II corresponden 
a micolatos no oxigenados de cadena corta (α’– micolatos), el tipo III son 
metoximicolatos, el tipo IV son cetomicolatos, el tipo V son epoximicolatos, el tipo VI son 
carboximicolatos y el tipo VII son ω-1-metoximicolatos [93].  
 
Los AM son elementos claves en la estructura celular de las micobacterias, con pocas 
excepciones cada especie micobacteriana posee una determinada composición de AM, 
razón por la cual han sido considerados marcadores taxonómicos [93]. 
 
§ Cápsula 
Se conoce sobre la existencia de una capa externa a la pared celular en todas las 
especies de micobacterias denominada cápsula, que constituiría la interface entre la 
bacteria y el huésped [94]. La cápsula controla los componentes que pueden alcanzar el 
interior de la bacteria, protege del ataque de agentes antimicrobianos y modula la 
respuesta inmune del hospedero [85]. La cápsula es un factor importante para la 
virulencia de las micobacterias, al menos en las primeras etapas de internalización de la 
bacteria lo que coincide con su importancia como interface entre el bacilo y la célula 
hospedera. 
 
Esta capa superficial varía en grosor y apariencia según la especie de micobacteria. Se 
encuentra constituida principalmente por polisacáridos, proteínas y pocas cantidades de 
lípidos, formando una matriz que se enriquece en lípidos a medida que se aproxima a la 
pared celular [95]. Los polisacáridos de la cápsula evidencian su naturaleza aniónica al 
reaccionar fuertemente con el rojo de rutenio, un colorante utilizado en la identificación de 
polisacáridos ácidos [96, 97]. 
 
Las micobacterias sintetizan una gran variedad de glicolípidos de estructura 
característica, algunos abundantes en la envoltura y expuestos hacia la superficie (en la 
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cápsula bacteriana). Los glicolípidos tienen un efecto inhibitorio sobre las actividades 
antimicrobiales de los macrófagos y sobre la limfoproliferación, pueden considerarse 
posibles factores de virulencia [98]. Algunos estudios estructurales sobre polisacáridos 
mayoritarios de la cápsula han mostrado que están formados principalmente por glucano, 
arabinomanano y manano. Algunos lípidos como PIM y PI que se encuentran 
mayoritariamente en la membrana, también se pueden detectar de forma minoritaria en la 
cápsula [85]. 
 
1.4 Transporte a través de la pared celular de las 
micobacterias 
Debido a su baja permeabilidad, la captación de moléculas polares pequeñas por parte 
de las micobacterias se facilita con la expresión de proteínas formadoras de poros 
hidrofílicos que atraviesan la pared, conocidas como porinas, las que están presentes en 
todas las micobacterias [78, 87]. Se han identificado porinas que se encargan de la 
captura de nutrientes como fosfato, sulfato y algunos aminoácidos [81]; los compuestos 
policatiónicos al parecer desorganizan la pared mediando su propia captación [81]. Sin 
embargo, algunos compuestos policatiónicos son específicamente captados por 
proteínas transportadoras [80]. 
 
Las moléculas no polares son capaces de difundir fácilmente a través de las bicapas 
lipídicas mediante transporte pasivo, pero la permeabilidad en el caso de la membrana 
externa de las micobacterias es más baja debido principalmente a la presencia de los 
AM. Una de las ventajas de este fenómeno es la mayor resistencia del patógeno a los 
antibióticos hidrofóbicos [81]. 
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1.5 Transporte a través de la membrana plasmática de 
las micobacterias 
Los nutrientes que logran atravesar la parte externa de la pared celular necesitan 
traspasar el periplasma (espacio entre la pared celular y la membrana plasmática) 
mediante un mecanismo que aún no se conoce en las micobacterias. Los nutrientes 
deben pasar luego por la membrana plasmática haciendo uso de proteínas 
transportadoras específicas, que en las micobacterias transportan carbohidratos, lípidos, 
compuestos fosforados, sulfurados y nitrogenados, así como aminoácidos y cationes 
inorgánicos [80, 81].  
 
Los tipos de transporte a través de la membrana de las micobacterias son del tipo activo 
y pasivo (Figura 1-7) [99]. Dentro del transporte pasivo se encuentran las moléculas que 
son permeables en la membrana y la cruzan a favor de su gradiente electroquímico [99]; 
por ejemplo, el glicerol y el amoniaco son capaces de difundir a través de la membrana 
para ser utilizados como fuente de carbono y nitrógeno [81]. La difusión facilitada también 
hace parte del transporte pasivo y este tipo de transporte es producto de las proteínas 
formadoras de canal que pueden transportar solutos polares, como iones y agua [99]; en 
el caso de M. tuberculosis se cree que los fosfatos son transportados por estos canales a 
través de la membrana plasmática [81]. El transporte a favor del gradiente electroquímico 
mediado por transportadores también es un tipo de transporte pasivo, estos 
transportadores son capaces de transportar iones específicos y metabolitos orgánicos 
[99]; en el caso de M. tuberculosis se han encontrado transportadores de monosacáridos, 
sulfatos, amoniaco, aminoácidos y péptidos [81]. Finalmente, las proteínas encargadas 
de bombear una sustancia en contra del gradiente electroquímico por el suministro de 
energía metabólica, hacen parte del transporte activo [99]; en el caso de M. tuberculosis 
son las bombas ATPasa transportadoras de iones y ATPasas tipo ABC [81].   
 
Figura 1-7: Esquema de los tipos de transporte encontrados en la membrana plasmática 
de las células, incluidas las micobacterias; comparando el transporte pasivo a favor del 
gradiente electroquímico y el transporte activo en contra del gradiente electroquímico. 
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Mediante estudios in silico se ha evidenciado la presencia de una gran cantidad de 
bombas encargadas del transporte de sustancias a través de la membrana plasmática en 
el bacilo tuberculoso [100]. En el caso de proteínas encargadas del transporte de 
carbohidratos, se han descrito bombas tipo ABC y permeasas de azucares de la 
superfamilia facilitadoras mayores (MFS) de M. tuberculosis [80]. Por otro lado, estudios 
genómicos han identificado la presencia de genes que codifican proteínas 
transportadoras putativas de solutos que contienen sulfato, fosfato y algunos 
aminoácidos [80]. En cuanto a transportadores de iones metálicos, M. tuberculosis posee 
29 genes que codifican para un amplio repertorio de transportadores de iones metálicos 
comprendidos entre 8 familias de transportadores activos secundarios y 3 de 
transportadores activos primarios, que incluyen 11 ATPasas tipo P encargadas 
posiblemente del transporte de Na+, K+, Ca2+, Cu2+, Cd2+, Zn2+, Mn2+, Mg2+, Co2+, Ni2+, 
Fe2+/3+, Hg2+, AsO2- y AsO43- y la subunidad β de un transportador de K+ (KdpB) [80, 81]. 
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1.6 ATPasas 
Las ATPasas hacen parte de las proteínas encargadas del transporte de solutos a través 
de la membrana, las cuales se agrupan en 4 superfamilias, P, F, V y ABC (Figura 1-8). 
Todas ellas tienen en común el estar presentes en membranas biológicas, hidrolizar ATP 
y transportar al menos una sustancia a expensas de la hidrólisis de ATP. Estas enzimas 
se encuentran en la mayoría de organismos [101], tienen diferentes especificidades de 
transporte, y se consideran esenciales para la viabilidad de las células. Otra de las 
funciones de las ATPasas es la interconversión de la energía metabólica en un gradiente 
electroquímico que puede ser aprovechado en procesos celulares de captura de 
nutrientes [12]. También estas proteínas se encargan de controlar el volumen de la 
célula, porque entre sus funciones está nivelar la concentración intracelular de K+, el cual 
responde a la osmolaridad del medio [102].  
 
Figura 1-8: Esquema descriptivo de la función de las enzimas ATPasas. Las ATPasas 
tipo P se encargan del transporte de iones y forman un intermediario fosforilado de la 
enzima; las ATPasas tipo V transportan protones en contra del gradiente electroquímico 
a expensas de la hidrolisis del ATP; las ATPasas tipo F transportan protones a favor del 
gradiente electroquímico sintetizando ATP a partir de ADP y Pi, mejor conocidas como 
ATP sintasas. Finalmente, las ATPasas tipo ABC se encargan del transporte de 
carbohidratos, aminoácidos, lípidos, medicamentos, entre otras moléculas a expensas de 
la hidrolisis del ATP. Figura adaptada de [103]. 
 
 
Las ATPasas tipo P se caracterizan por transportar generalmente cationes y porque 
durante su ciclo catalítico forman un intermediario fosforilado que involucra un enlace 
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covalente [12]. Las ATPasas tipo F y V se encargan de mantener el gradiente de pH en la 
membrana; en células aeróbicas, las ATPasas tipo F funcionan como ATP sintasas que 
se encargan de producir ATP a partir del gradiente generado de protones [104, 105]. Las 
tipo V inicialmente observadas en vacuolas, se encargan de transportar protones y se le 
relacionan procesos vitales como endocitosis, tráfico de proteínas, transporte activo de 
metabolitos, homeostasis y liberación de neurotransmisores [105–107]. Finalmente, los 
transportadores tipo ABC (cassette de unión a ATP, siglas en inglés) se encargan de 
transportar moléculas más grandes como carbohidratos, aminoácidos, lípidos, 
medicamentos, entre otras macromoléculas [108]. 
 
Las enzimas ATPasas también se han asociado con algunas enfermedades y episodios 
de resistencia a medicamentos (Figura 1-9). Por ello su conocimiento es de gran valor en 
el desarrollo de nuevas terapias para múltiples enfermedades tales como cáncer, 
enfermedades cardiacas y mitocondriales, osteoporosis, degeneración macromolecular, 
deficiencia inmune, fibrosis quística, diabetes, úlceras, nefro-toxicidad, perdida del oído, 
desordenes de la piel, lupus y malaria [101].  
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Figura 1-9: Resumen esquemático de algunas enfermedades asociadas con enzimas 
ATPasas. Figura adaptada de [101].  
 
 
Por lo general estas enfermedades son el resultado directo de una mutación en uno o 
varios genes que codifican a las ATPasas, la mayoría de estas mutaciones ocurren en 
los transportadores tipo ABC (existen alrededor de 50 clases en el humano) [109]. 
 
1.6.1 ATPasas tipo P 
El nombre de las ATPasas tipo P se deriva del hecho de la formación transitoria de un 
intermediario fosforilado en un residuo invariante de Asp, que pertenece al motivo 
DKTGTLT, durante el ciclo catalítico de la enzima [12]. Pertenecen a una superfamilia de 
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proteínas ubicuas y diversas presentes en las membranas de las células, y se encargan 
del transporte de cationes y en menor medida de lípidos, en contra del potencial 
electroquímico hidrolizando ATP [12]. Estas proteínas son esenciales para todas las 
formas de vida ya que interconvierten la energía metabólica en gradientes 
electroquímicos aprovechados para procesos de captación de nutrientes, que pueden ser 
ligandos de metaloenzimas, o sustratos encargados de la señalización celular. Las 
ATPasas tipo P se clasifican en cinco diferentes subfamilias (P1-P5) según su 
especificidad y topología membranal. Cada subfamilia puede dividirse en varios 
subgrupos (A, B, etc.) [110], de acuerdo a la subclasificación propuesta por Lutsenko y 
Kaplan, 1995 [102]. Sin importar su clasificación todas utilizan el mismo mecanismo 
catalítico y la misma estructura base [12]. En la Tabla 1-1 se muestran todas las 
subfamilias que se conocen de las ATPasas tipo P, los organismos en las que se han 
encontrado, su especificidad y funciones biológicas. 
 
Tabla 1-1: Distribución, especificidad y función de las subfamilias de las ATPasas tipo P. 
Tabla tomada y adaptada de [111].  
Subgrupo 
Organismo 
Especificidad Función 
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P1A X X     K+ 
Regular presión 
osmótica 
P1B X X X X X X 
Cu+, Cu2+, Ag+, 
Cd2+, Zn2+, Pb2+ y 
Co2+ 
Desintoxicación,  
homeostasis de 
elementos trazas 
P2A X X X X X X 
Ca2+, Mn2+ 
(SERCA) 
Transporte de Ca2+, 
señalización, relajación 
muscular, homeostasis 
de elementos trazas 
P2B   X X X X Ca2+ (PMCA) 
Transporte de Ca2+ (en 
la membrana 
plasmática), 
señalización 
P2C   X  X X Na+/K+, H+/K+ 
Regular potencial de 
membrana, 
funcionamiento del 
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riñón, acidificación del 
estomago 
P2D   X  X  Na+, Ca2+ Desconocida 
P3A X X X X   H+ 
Regular potencial de 
membrana, homeostasis 
del pH 
P3B X      Mg2+ Desconocida 
P4   X X X X Fosfolípidos 
Transporte de lípidos, 
mantener la asimetría 
de la bicapa lipídica 
P5   X X X X Desconocida Desconocida 
 
Estructuralmente todas las ATPasas tipo P se caracterizan por contener entre 7 y 10 
segmentos transmembranales (TMS) y un núcleo estructural conservado entre las 
arqueas, procariotas y eucariotas. La mayoría están involucradas en el transporte de 
cationes a través de los sistemas membranales celulares y subcelulares. Actualmente se 
han identificado bombas específicas para iones Na+, K+, H+, Ca2+, Mg2+, Cu+, Cd2+, Ag+, 
Cu2+, Co2+, Ni2+, Pb2+, Zn2+ y también para aminofosfolípidos [12, 102]. Todas las 
ATPasas tipo P reportadas contienen cinco dominios funcionales y estructurales distintos 
(Figura 1-10), tres de ellos son citoplasmáticos (A, actuador; N, unión a nucleótido; P, 
fosforilación) y dos membranales (T, transporte; S, dominio de soporte específico de 
clase), pero en algunos casos se ha encontrado otro dominio citoplasmático, el dominio 
regulatorio (R) [12], el que se sitúa en la región N-terminal y/o C-terminal. Cada uno de 
estos dominios tiene una función específica durante cada ciclo catalítico [12]. Primero, el 
dominio N produce una fosforilación en un residuo de Asp situado en el dominio P; 
posteriormente, el dominio A produce la desfosforilación del residuo de Asp para dejar a 
la enzima en su estado inicial [12]. Por lo tanto, se puede considerar que el domino N 
actúa como una quinasa, y el dominio A como una fosfatasa que tienen el mismo 
sustrato. Con certeza se conoce que el sitio de fosforilación se encuentra en la región 
citoplasmática de la proteína, al igual que los sitios de unión al ATP. La región de unión 
del metal tiene motivos altamente conservados y depende de la especificidad del catión 
transportado [12]. 
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1.6.2 Características de los dominios de las ATPasas tipo P 
El dominio A cumple la función de una fosfatasa, y se compone por un módulo globular 
conectado a dos o tres regiones transmembranales dependiendo de la subfamilia a la 
que pertenezca la ATPasa (Las tipo P1 están conectadas a dos regiones 
transmembranales y las tipo P2-P5 a tres). La unión del dominio con los segmentos 
transmembranales es flexible para facilitar su rotación, y así controlar la disposición 
espacial del motivo TGE [12], lo que caracteriza el dominio y se hace necesario para la 
reacción de desfosforilación. Algunas ATPasas tipo P, especialmente aquellas 
encargadas del transporte de metales pesados, tienen extremos N-terminales largos 
fusionados al dominio A, que incluyen 2 o más TMS adicionales, motivos de unión a los 
iones y/o posibles actividades regulatorias [12, 17, 110, 112]. 
 
El dominio P aporta el residuo de Asp que es fosforilado y pertenece al motivo 
conservado DKTGTLT. En el dominio se encuentran también dos secuencias que 
involucran la interacción con el ion Mg2+ para facilitar el acercamiento del ATP con el sitio 
de fosforilación (motivos TGDN y GDGXND) [12, 17]. En algunas ATPasas tipo P se ha 
encontrado un sitio citoplasmático de unión de K+, que no es transportado, pero facilita la 
desfosforilación por la estabilización del acoplamiento con el dominio A [12]. 
 
El dominio N contiene residuos necesarios para la interacción de la enzima con el ATP, la 
unión se da solo por la parte de la adenosina permitiendo la exposición del grupo 
trifosfato [113]. Entre los dominios citoplasmáticos, N es el más variable tanto en tamaño 
como en secuencia [12, 17, 110, 112].  
 
El dominio T es el encargado de unir el ion que va a ser transportado por la enzima. 
Consta de seis segmentos transmembranales; el sitio de unión al ion es localizado en la 
parte media de las hélices que atraviesan la membrana. Dependiendo del sustrato, el 
dominio T puede acomodar diferente número de iones con diferentes cargas, radios y 
geometrías de coordinación. Este dominio es altamente flexible y se mueve durante el 
ciclo catalítico cuando el ion es asociado y disociado [12], y aunque presenta baja 
identidad de secuencia entre las diferentes ATPasas tipo P, su estructura tridimensional 
es muy similar entre ellas. Los sitios de unión al ion están ubicados estrictamente a la 
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medida para acomodar diferente número de iones con diferentes cargas, radios y 
geometrías de coordinación [12, 17, 110, 112].  
 
Figura 1-10: Esquema de la organización estructural de las ATPasas tipo P. En la figura 
de la izquierda se muestra un modelo de cintas de la estructura terciaria de la Ca2+ 
ATPasa tipo P SERCA2a (ID PDB 1T5S [114]), en la que se ilustra el sitio de unión 
transmembranal del metal y el sitio de unión a nucleótido. En la figura de la derecha se 
muestra una representación esquemática de la misma estructura con los dominios en 
letras mayúscula. Figura tomada de [12]. 
 
 
El dominio S es una unidad auxiliar que funciona como soporte estructural para el 
dominio T, puede tener funciones especializadas como proveer un sitio de unión 
adicional al ion en algunas ATPasas. A diferencia del dominio T, este dominio es mucho 
más rígido sin muchas variaciones conformacionales durante el ciclo catalítico. Puede 
ubicarse en los extremos N o C terminal o en ambos [12], se ha encontrado que en las 
ATPasas tipo P1B se localiza en la región N-terminal mientras que en las tipo P2-P3 se 
localiza en el C-terminal. 
 
Citoplasma 
Espacio 
extracitoplasmático 
40 Clonación, sobreexpresión y determinación de la especificidad iónica de Pma1, 
una posible Na+/K+ ATPasa de Mycobacterium smegmatis 
 
 
 
1.6.3 Mecanismo catalítico de las ATPasas tipo P 
El mecanismo catalítico de las ATPasas tipo P se define mediante el modelo de Post-
Albers, el que se muestra en la Figura 1-11. En este modelo se propone que la bomba es 
fosforilada en la forma E1 para producir E1-P, la que espontáneamente se convierte a 
E2-P y luego es desfosforilada a E2, convirtiéndose nuevamente en E1. Los movimientos 
de los iones a través de la membrana ocurren espontáneamente con las transiciones E1-
P a E2-P y E2-P a E1-P [12]. 
 
Figura 1-11: Modelo del mecanismo catalítico de transporte de iones llevado a cabo por 
la ATPasa tipo P basado en el ciclo de Post-Alberts para una Na+/K+ ATPasa. El ion 1 
desde un lado de la membrana (interno en este caso) se une a un sitio de alta afinidad en 
el estado E1 de la ATPasa. La unión del ion desencadena la fosforilación de la enzima lo 
cual lleva al estado fosforilado E1-P. Luego ocurre un cambio conformacional al estado 
fosforilado E2-P el cual es incapaz de fosforilar el ADP. Este estado tiene una baja 
afinidad por el ion 1, el cual se escapa al otro lado de la membrana (externo). Desde este 
lado el ion 2 se une a su sitio de unión y, después de la hidrolisis del Asp fosforilado, es 
liberado al lado interno, donde la ATPasa se vuelve a unir al ion 1 y queda lista para 
iniciar otro ciclo [17]. 
 
 
En la conformación E1 los sitios de alta afinidad al ion se exponen al lado citoplasmático, 
mientras que en la conformación E2 los mismos sitios son convertidos a sitios de baja 
afinidad al ion, expuestos al otro lado de la membrana [12].   
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La unión del ion al sitio de unión transmembranal induce un rearreglo de hélices que es 
transmitido al dominio P y genera un sitio de unión a Mg2+ cerca del Asp. Este ion 
deslocaliza la carga negativa tanto del aspartato como del ATP, permitiendo así su 
acercamiento y la fosforilación. Sin embargo, el Mg2+ solo puede ejercer esta función si 
los sitios de unión al ion a ser transportado están previamente ocupados. De esta manera 
se obtiene un acoplamiento estricto entre la unión del ion y la fosforilación [17]. 
 
La fosforilación del dominio P causa un cambio conformacional que resulta en el 
alargamiento de la secuencia entre el segmento transmembranal M3 y el dominio A 
(Figura 1-12). Esto crea una tensión en la bomba que hace que el dominio sufra un 
cambio conformacional de tal manera que los sitios de unión al ion pierden su afinidad y 
se liberan al otro lado de la membrana. Este cambio conformacional corresponde a la 
transición E1-P a E2-P, paso clave del proceso debido a que ocurre la translocación del 
ion. Al mismo tiempo el motivo TGE se acerca al Asp fosforilado para la desfosforilación 
[17]. 
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Figura 1-12: Esquema simplificado de los cambios conformacionales ocurridos durante 
el ciclo catalítico de las ATPasas tipo P [17]. 
 
 
Una vez los iones han salido del dominio T la bomba tiene que desfosforilarse. La unión 
de los iones que serán transportados en la dirección contraria (Y+), a la conformación E2-
P, causa la desfosforilación del Asp en el dominio P (Figura 1-12). Para esto, una 
molécula de agua se coordina entre el residuo de Glu del motivo TGE y el Asp 
fosforilado, y lleva a cabo un ataque nucleofílico sobre el enlace fosfato. De esta manera 
la unión del ion contratransportado y la oclusión estimulan la desfosforilación de la 
bomba. Como resultado de la desfosforilación y de la liberación de fosfato, ocurre un 
cambio conformacional para retornar a E1 y a la vez liberar los iones Y+ en el lado 
citoplasmático [17, 111]. 
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1.6.4 Ca2+ ATPasas tipo P 
El Ca2+ es un importante mensajero citoplasmático que esta presente en un rango de 
concentraciones que van desde nanomolar a micromolar en respuesta a estímulos 
extracelulares (Figura 1-13) [12]. 
 
Figura 1-13: Homeostasis del calcio [115]. El Ca2+ entra en las células a través de una 
variedad de canales de ligando y de tensión regulada, sin embargo, el Ca2+ libre 
intracelular se mantiene normalmente a concentraciones micromolares o menores. El 
Ca2+ intracelular es probablemente regulado por un antiporter Na+-Ca2+ en las 
membranas plasmáticas y por diferentes Ca2+ ATPasas en las membranas plasmáticas y 
del retículo endoplásmico. La fuerza impulsora del antiporter Na+-Ca2+ es el gradiente de 
Na+ dirigido hacia dentro, que se mantiene por la Na+/K+ ATPasa. Las mitocondrias en 
eucariotas pueden participar transitoriamente en la homeostasis del Ca2+ si se exceden 
las capacidades de otros sistemas. Las reservas internas de Ca2+ pueden ser liberadas 
del retículo endoplasmático a través de la acción de segundos mensajeros, tales como 
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). El Ca2+ es representado como esferas anaranjadas. CaM: 
calmodulina, cADPR: ADP ribosa cíclico. 
 
Mitocondria*
Re-culo*endoplásmico*
Membrana*plasmá5ca*
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Las Ca2+ ATPasas de retículo sarco/endoplásmico (Ca2+/H+ ATPasas) o ATPasas P2A son 
comunes en bacterias; estas enzimas están involucradas en el mecanismo de 
exportación de Ca2+ en contra de su gradiente electroquímico. Durante la contracción 
muscular en animales, el Ca2+ es liberado del retículo sarcoplásmico de las células 
musculares para establecer uniones entre la actina y la miosina [12]. Las P2A ATPasas 
son también encontradas en el retículo endoplásmico (RE), donde tienen funciones 
adicionales, en los animales estas bombas son llamadas bombas de calcio de retículo 
sarco/endoplásmico (SERCA). La P2A Ca2+ ATPasa exporta dos Ca2+ por cada ATP 
hidrolizado, cootransportando H+. La bomba es ligeramente electrogénica, es decir, 
bombas que generan una diferencia de potencial o carga eléctrica entre ambos lados de 
la membrana celular; lo que puede sugerir que menos de 4 H+ son liberados dentro del 
citoplasma por cada dos Ca2+ bombeados dentro del lumen del RE [12]. 
 
Otro grupo son las Ca2+ ATPasas de unión a calmodulina (ATPasas P2B), las que llevan a 
cabo el trabajo de resensibilizar a la célula para bombear el Ca2+ en contra de su 
gradiente y mantener un gradiente de concentración de Ca2+ 10000 veces menor en el 
citosol con respecto al espacio extracelular en células eucariotas (concentración mM de 
Ca2+ extracelular y concentración µM de Ca2+ intracelular). Cuatro características 
distinguen a las ATPasas P2B de las P2A [12]: (A) las Ca2+ ATPasas P2B unen calmodulina 
a una extensión terminal larga que funciona como un autoinhibidor de la bomba. En 
células animales, estas extensiones se encuentran en el extremo C-terminal mientras 
que en plantas se localizan en el extremo N-terminal. La unión de calmodulina neutraliza 
la constricción impuesta por el dominio terminal y resulta en una activación del bombeo 
de Ca2+. (B) Dependiendo de la ATPasa P2B en cuestión, estas pueden ubicarse en casi 
todas las membranas celulares. Estas ATPasas son frecuentemente llamadas como Ca2+ 
ATPasas de membrana plasmática (PMCA), aunque esta denominación no siempre es 
correcta pues su distribución intracelular es muy variada en otros organismos diferentes a 
los animales. (C) las ATPasas P2B tienen solo un sitio de unión a Ca2+ en el dominio T 
(sitio II localizado en el TMS 4), mientras que el espacio correspondiente al sitio I de las 
ATPasas P2A, aparentemente es ocupado por una Arg en las ATPasas P2B. Estas 
ATPasas son parcialmente electrogénicas, ya que al parecer solo un H+ es 
cootransportado por cada Ca2+ bombeado hacia el exterior. (D) El nivel de fosforilación 
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en el estado estacionario en las ATPasas tipo P2B aumenta por iones lantano (La3+) 
mientras que en otras ATPasas, incluyendo las P2A, los La3+ disminuyen los niveles de 
fosforilación [12]. 
 
1.6.5 Na+/K+ ATPasas tipo P 
La Na+/K+ ATPasa es la enzima encargada del bombeo de Na+ a través de la membrana 
de las células de mamífero [116]. Esta enzima fue descrita por primera vez por el danés 
Jens Skoue en 1957, descubrimiento que le significó ganar el premio Nobel de Química 
en 1997 [117]. La Na+/K+ ATPasa es el complejo proteico más grande de las ATPasas 
tipo P, y consume cerca de 20-30% del ATP producido por la célula, lo que se justifica 
por la necesidad de preservar los gradientes iónicos a través de la membrana celular 
para mantener el potencial de membrana y el equilibrio osmótico de la célula y por tanto 
participa en la regulación de la captación de nutrientes, volumen intracelular y pH [116, 
118].  
 
Durante el ciclo de reacción, la enzima reside en dos conformaciones principales, E1 y 
E2 (Figura 1-14). Iniciando en E1, 3 iones Na+ se unen al lado citoplasmático de la 
enzima para ser transportados a través de la membrana plasmática, mientras que 2 iones 
K+ se unen a la porción extracelular cuando la proteína se encuentra en el estado E2, 
para ser translocados al interior de la célula [117]. La reacción total resulta en la salida de 
3 iones Na+ y la entrada de 2 iones K+ en contra de su gradiente de concentración, y a 
expensas de la hidrólisis de una molécula de ATP. Debido a que se trata de un transporte 
no equivalente, es de carácter electrogénico y lleva a la generación de un potencial 
eléctrico transmembranal [116]. El gradiente químico creado genera parte de la fuerza 
motriz necesaria para el transporte secundario de sustratos metabólicos tales como 
aminoácidos y glucosa [116].  
 
Figura 1-14: Ciclo de reacción de una Na+/K+ ATPasa tipo P. La unión de Na+ en el 
estado E1-ATP desde el interior de la célula desencadena la fosforilación, lo que conduce 
a la formación del estado de oclusión [Na3]E1P-ADP (representado por una forma 
"cerrada") y una posterior transición al estado E2P. El estado E2P ha reducido la afinidad 
por Na+, lo que lleva al intercambio de tres Na+ por dos K+ fuera de la célula y también un 
protón citoplasmático en un sitio de unión de iones. El cierre del estado E2P conduce a la 
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desfosforilación de E2P y a la formación del estado de oclusión [K2]E2. La unión de ATP 
conduce a la formación del estado E1 y la consiguiente liberación de K+ en el interior de 
la célula y la unión de Na+. Tomado de [119]. 
 
 
En células eucariotas, esta bomba iónica está compuesta siempre por dos subunidades, 
α y β, y en algunas ocasiones presenta una pequeña subunidad γ (∼100 aa) miembro de 
la familia de proteínas FXYD la cual no es indispensable para ser funcional, sino que 
depende del tejido en el cual se ubique la bomba [117]. Se ha demostrado que cada 
subunidad es codificada por genes diferentes, son sintetizadas independientemente y 
ensambladas dentro del retículo endoplásmico [116].  
 
La subunidad α se considera la parte catalítica de la enzima, ya que posee los sitios de 
unión para los iones (Na+ y K+), sustrato (ATP) e inhibidores (glicósidos cardiacos como 
ouabaína y digitoxina) [117]. Su secuencia de aproximadamente 1000 aminoácidos es 
altamente conservada en los organismos eucariotas [116]. Los extremos N y C terminal 
de la subunidad α se ubican intracelularmente; posee 10 dominios transmembranales y 3 
grandes dominios citoplasmáticos: el sitio de unión a ATP (N), el dominio actuador (A) el 
que actúa regulando la unión y liberación de los cationes transportados, y el dominio de 
fosforilación (P) que contiene el residuo de Asp que se fosforila [116, 117]. Cada uno de 
esos dominios sufre cambios conformacionales significativos durante el ciclo catalítico, 
los que son trasladados a los dominios transmembranales durante el transporte iónico; se 
ha demostrado que el bucle M5-M6 está involucrado en los rearreglos durante el ciclo 
completo [117]. 
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La subunidad β es una glicoproteína de aproximadamente 300 aminoácidos importante 
para la función de la enzima, aún cuando no participa como tal en el ciclo catalítico [116]. 
Posee un corto tallo citoplasmático, un dominio transmembranal y un gran segmento 
extracelular altamente glicosilado y con puentes disulfuro altamente resistentes a la 
reducción. Se considera que esta subunidad disminuye la susceptibilidad de la subunidad 
α de sufrir daños por enzimas proteolíticas, modula la afinidad por los cationes, actúa 
como una chaperona para garantizar el correcto plegamiento de la subunidad α y facilita 
su transporte y anclaje a la membrana plasmática [116]. Experimentos de expresión 
heteróloga de la subunidad α, muestran que al estar ausente la subunidad β, la 
subunidad α se ubica en organelos subcelulares y es degradada [117]. Experimentos 
realizados en presencia de altas concentraciones extracelulares de Na+ (100 mM) en 
ausencia de K+, muestran que bajo tales condiciones la Na+/K+ ATPasa lleva a cabo el 
intercambio Na+/Na+, en este caso, la enzima aparentemente permanece fosforilada, ya 
que la desfosforilación en ausencia de K+ es muy lenta [117, 120]. 
 
La Na+/K+ ATPasa es la única ATPasa tipo P que es específicamente inhibida por 
glicósidos cardiacos como ouabaína y digitoxina. La ouabaína inhibe su acción al unirse 
extracelularmente a una conformación especial de la bomba (E2P) [116]. Se ha 
determinado que dos mutaciones puntuales (Q111R y N122D) llevan a la obtención de 
Na+/K+ ATPasas resistentes a la acción de la ouabaína [118].  
 
Hasta el año 2007 era muy limitada la información estructural de la Na+/K+ ATPasa y la 
mayoría de la información provenía de modelos hechos por homología con la estructura 
determinada por rayos X de la Ca2+ ATPasa, pero tales modelos solo ofrecían 
información sobre la subunidad α (única subunidad presente en las Ca2+ ATPasas) y no 
sobre las β y γ [117, 118, 121]. Posteriormente la investigación orientada a determinar la 
estructura de la Na+/K+ ATPasa utilizó la microscopía crio-electrónica, obteniéndose 
datos acerca de los dominios estructurales de la bomba, tales como los mencionados 
anteriormente, A, N y P, así como los dominios transmembranales [117]. En 2007 Morth y 
colaboradores, reportaron la estructura de la enzima completa (subunidades α, β y γ) 
determinada por cristalografía de rayos X a una resolución de 3,5 Å [117, 119]. Esta 
estructura, a diferencia de las anteriores, permitió conocer la conformación de las tres 
subunidades; fue obtenida en presencia de dos iones rubidio (Rb+), los que imitan a los 
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iones K+ y representa la conformación E2 con el ión ocluido. La resolución utilizada fue lo 
suficientemente alta para determinar los residuos ubicados en la periferia de los iones 
Rb+ (Glu327, Ser775, Asn776, Glu779 y Asp804), los que muy probablemente están 
involucrados en la interacción con los iones K+. También se identificó otro sitio de unión 
de K+ en el dominio P de la bomba, el cual resulta ser un sitio de no transporte, en lugar 
de ello, cuando está ocupado incrementa la desfosforilación de E2P y estabiliza E2; 
conocimiento que permitió explicar la razón por la cual el K+ citoplasmático inhibe la 
bomba cuando hay bajas concentraciones de ATP [117]. Más recientemente y con el fin 
de determinar los estados conformacionales y la cinética de la enzima se han realizado 
estudios electrofisiológicos y usado métodos de fluorescencia, que han permitido conocer 
la distribución de las subunidades y parte de los cambios conformacionales sufridos 
durante el trasporte iónico [117].  
 
1.6.6 ATPasas tipo P y patogenicidad bacteriana 
A pesar de que se han estudiado las ATPasas tipo P como sistemas de transporte que 
regulan la entrada de metales pesados potencialmente tóxicos para las bacterias en 
ambientes con alta concentración de estos; han sido pocos los estudios que relacionen la 
supervivencia o la patogenicidad bacteriana con la presencia de ATPasas tipo P 
transportadoras de metales alcalinos o alcalinotérreos. 
 
Un estudio reciente muestra la asociación entre la virulencia bacteriana y la ATPasa tipo 
P transportadora de Ca2+ presente en la membrana de la bacteria Gram-positiva 
Streptococcus pneumoniae. Esta bacteria permanece durante largos periodos de tiempo 
en la mucosa nasal y faríngea pero puede causar muchos tipos de infecciones en 
humanos y es la principal responsable de la neumonía cuando logra pasar hacia los 
pulmones. Además de que infecta principalmente a los pulmones, puede transportarse 
vía sanguínea a otros órganos [122]. 
 
En el genoma de S. pneumoniae por comparación con secuencias de SERCA ya 
caracterizadas, se encontró una secuencia (sp1551) codificante de una ATPasa tipo P 
transportadora de Ca2+. Para determinar la contribución de este transportador a la 
homeostasis catiónica, se generó un mutante por deleción en la cepa patógena. Ensayos 
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de susceptibilidad a altas concentraciones de iones alcalinos/alcalinotérreos 
(aproximadamente 1 M) mostraron una fuerte inhibición del crecimiento de la cepa 
mutante con respecto a la cepa silvestre, específicamente para el caso de exposición a 
Ca2+ [122]. 
 
Un experimento más determinante acerca de la importancia de este transportador para la 
patogenicidad bacteriana fue la determinación de la supervivencia de ratones infectados 
intranasalmente tanto con la cepa silvestre como con la cepa mutante. Los resultados 
indican que la cepa mutante fue completamente atenuada en su patogenicidad 
comparada con la cepa silvestre, además de que hubo una disminución en la 
colonización nasal y sanguínea [122], lo que permitió concluir que la bacteria necesita la 
ATPasa tipo P transportadora de Ca2+ presente en su membrana plasmática para el 
mantenimiento de la homeostasis y su virulencia en el ambiente al que se expone en el 
hospedero. 
 
Estos estudios permiten proponer que este tipo de proteínas transmembranales 
transportadoras de metales alcalinos o alcalinotérreos también cumplen un papel 
importante en varios procesos bacterianos además de que llevan al planteamiento de 
mecanismos de regulación de estos iones similares para otros organismos infecciosos 
como M. tuberculosis. Sarah, W. y colaboradores (2010) demostraron que M. 
tuberculosis necesita una secuencia reportada como ATPasa tipo P transportadora de 
metales pesados (CtpV) para la resistencia a concentraciones elevadas de Cu2+ [123], 
mientras que Botella, H. y colaboradores (2011) reportaron que la ATPasa tipo P CtpC de 
M. tuberculosis protege al bacilo del exceso de Zn2+ y, por tanto, contribuye a la 
supervivencia intracelular, ya que el aumento en las concentraciones intrafagosomales 
de metales pesados se ha reportado como uno de los mecanismos que utiliza el 
macrófago para tratar de eliminar a su huésped bacteriano [124, 125]. Un estudio más 
reciente indicó que la ATPasa CtpD de M. smegmatis presenta afinidad hacia Co2+ y 
Zn2+, significando una posible flexibilidad de estas ATPasas tipo P transportadoras de 
metales pesados en cuanto al tipo de ion transportado [126]. 
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2. Hipótesis experimental 
Las bombas de transporte catiónico (ATPasas tipo P) son enzimas esenciales 
relacionadas con la respuesta al estrés y la toma de nutrientes, que hasta el momento  
han sido poco estudiadas en las micobacterias. Estas enzimas están presentes en la 
membrana celular y poseen propiedades moleculares y fisiológicas que pueden facilitar el 
diseño de nuevos compuestos antituberculosos [127]. Por lo tanto, resulta de mucho 
interés evaluar la importancia de estas enzimas en la latencia, patogénesis, virulencia, 
resistencia a antibióticos y demás aspectos responsables del éxito del bacilo tuberculoso, 
incluyendo la supervivencia por largos periodos de tiempo en las células del sistema 
inmune [128]. Todo lo anterior, con el fin de determinar si es posible utilizar este tipo de 
bombas como dianas terapéuticas adecuadas para el diseño de fármacos y/o vacunas, 
que permitan el rápido y eficaz tratamiento y prevención de la TB.   
 
La descripción por parte de nuestro grupo de investigación de la actividad Na+/K+ y Ca2+ 
ATPasa en membrana plasmática y su relación con condiciones de estrés [129], ha sido 
el primer paso en la investigación de este tipo de transportadores en micobacterias. En el 
genoma de M. smegmatis mc2155 se han reportado 6 ATPasas tipo P para las que no se 
tiene certeza acerca de la especificidad de iones transportados; sin embargo, 3 de ellas 
están asociadas con el transporte de metales alcalinos/alcalinotérreos [130, 131]. En este 
sentido, la ATPasa tipo P, Pma1, comparte un 47% de identidad en aa con un 
transportador clave de M. tuberculosis H37Rv, CtpF, este último se expresa bajo 
condiciones de estrés y durante el proceso de infección [18]; por todo esto, se hace muy 
interesante conocer la especificidad iónica de Pma1 como modelo para el estudio de 
CtpF de M. tuberculosis. 
 
La información suministrada por el efecto de la expresión de esta enzima tanto en M. 
smegmatis mc2155 como en E. coli TOP10, podría ser de gran utilidad para contribuir al 
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entendimiento de la homeostasis iónica que ocurre en M. tuberculosis; información de 
utilidad en la identificación de nuevas dianas terapéuticas del bacilo tuberculoso. 
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3. Objetivos 
 
3.1 Objetivo general 
 
§ Determinar la influencia de la sobreexpresión de la proteína Pma1 en la actividad 
Na+/K+ ATPasa de la membrana plasmática de M. smegmatis mc2155. 
 
3.2 Objetivos específicos  
 
§ Estudiar mediante herramientas in silico algunas características estructurales y la 
especificidad iónica de la proteína codificada por el gen pma1 de M. smegmatis 
mc2155. 
 
§ Amplificar, clonar y expresar el gen pma1 en E. coli y M. smegmatis mc2155. 
 
§ Evaluar la respuesta transcripcional del gen pma1 de M. smegmatis bajo 
concentraciones sub-letales de cationes alcalinos/alcalinotérreos. 
 
§ Estudiar la especificidad de iones alcalinos/alcalinotérreos mediada por el gen 
pma1 en vesículas de membrana plasmática de M. smegmatis mc2155 y E. coli. 
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4. Materiales y métodos 
La estrategia experimental general para lograr los objetivos del presente proyecto se 
muestra en la Figura 4-1. 
 
Figura 4-1: Estrategia metodológica planteada para el desarrollo de la investigación. El 
estudio tiene varios componentes: Un estudio bioinformático inicial que permite la 
identificación y caracterización in silico del gen a estudiar. Manipulaciones genéticas, y 
un componente bioquímico útil para determinar la especificidad iónica y la actividad 
enzimática de Pma1. 
 
 
 
4.1 Análisis bioinformático del gen pma1 
La secuencia del gen pma1 se obtuvo a partir del genoma de M. smegmatis mc2155 
publicado en la base de datos Genome del NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) [132] y SmegmaList [133, 134]. La predicción del peso molecular y el punto 
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isoeléctrico se hizo a partir de la secuencia de aminoácidos usando el programa 
Compute pI/Mw [135, 136]. Mediante la herramienta InterProScan del EBI [137, 138] y P-
val FPScan [139, 140] se hizo la predicción de motivos funcionales. La topología y 
ubicación de los segmentos transmembranales (TMS) se evaluaron mediante 
herramientas disponibles en el portal ExPASy [135, 141] (TMHMM 2.0 [142, 143], 
TMpred [144, 145], HMMTOP [146, 147], Phobius [148, 149], DAS [150, 151], TopPred 
[152, 153], TMDET [154, 155] y PPM server [156, 157]).  
 
Se describió la estructura secundaria de la proteína usando las herramientas CFSSP 
[158, 159], GOR4 [160, 161] y Jpred 3 [162, 163] del portal ExPASy, las dos primeras 
predicen el porcentaje de hélices alfa, hojas beta y estructuras al azar de la proteína y la 
última herramienta compara contra estructuras secundarias de proteínas caracterizadas 
presentes en RCSB-Protein Data Bank (PDB) [164]. Adicional a estas 3 herramientas se 
uso Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine V2.0) [165, 166] para 
modelar la estructura secundaria y terciaria de Pma1 en base a proteínas con estructura 
terciaria bien caracterizada de la base de datos PDB y Pfam, y 3DLigandSite Server [167] 
el cual permitió predecir potenciales sitios de unión dentro de la proteína. Para predecir el 
ion que posiblemente Pma1 utiliza como sustrato, se hicieron alineamientos múltiples de 
esta secuencia con secuencias consenso de ATPasas tipo P de metales 
alcalinos/alcalinotérreos que han sido bien caracterizadas, utilizando el programa 
ClustalW2 [168, 169]. 
  
Finalmente se realizó el modelamiento de la estructura terciaria de la proteína mediante 
la herramienta Swiss Model [170, 171]; la estructura terciaria obtenida se validó usando 
el paquete de herramientas WHAT IF [172, 173]. Inicialmente se evaluó la calidad del 
modelo usando la herramienta Protein Model Check que identifica errores relacionados 
con los ángulos de enlace, posición de cadenas laterales, y ubicación atómica coherente 
con hidrofobicidad, entre otros aspectos. Posteriormente se usó la herramienta Complete 
a structure que intenta modelar correctamente la proteína corrigiendo los errores 
encontrados, y finalmente se evaluó la calidad del modelo corregido calculando el Z-
score con la herramienta Ramachandran plot evaluation que también hace parte de What 
If. El valor del Z-score es una medida de la calidad del modelo basado en el gráfico de 
Ramachandran y en las estructuras reportadas en el PDB; modelos de alta calidad 
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tendrán Z-scores cercanos a cero, en tanto que valores de -4.0 o menores indican 
problemas con la estructura [174]. 
 
4.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
Las cepas bacterianas utilizadas en el trabajo se muestran en la tabla 4-1. Las cepas de 
E. coli fueron cultivadas con agitación en medio Luria-Bertani (LB) caldo o agar, a 37°C 
durante 24-32 horas. Aquellas que contenían plásmidos se crecieron en los mismos 
medios suplementados con el antibiótico apropiado, a las siguientes concentraciones: 
ampicilina (Amp) 100 µg/mL y kanamicina (Km) 25 µg/mL. En los ensayos de selección 
blanco-azul por acción de la β-galactosidasa, los medios solidos se suplementaron con 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosido (X-Gal; 80 µg/mL) e isopropil-β-D-
tiogalactopiranosido (IPTG; 0,5 mM). M. smegmatis mc2155 se cultivó en LB caldo o 
agar, a 37°C durante 7 días. En ocasiones el medio se utilizó suplementado con: Amp 
(100 µg/mL) ó Km (25 µg/mL), según el plásmido que estuviera transformado en la 
micobacteria. 
 
Tabla 4-1: Cepas bacterianas utilizadas a lo largo de este estudio, indicando sus 
características y referencia.  
Cepa Características Referencia 
E. coli BL21 
(DE3) 
Expresión de proteínas inducidas por IPTG (no 
expresa proteasas lon y ompT) 
ATCC catalog 
[175] 
E. coli DH5α RecA
–, endA-, permite Blue/White Screening sin 
necesidad de IPTG 
Life 
Technologies 
E. coli TOP10 Amp
R, endA-, RecA-, araBADC- (Capaz de 
transportar L-arabinosa pero no metabolizarla) 
Invitrogen 
M. smegmatis 
mc2155 
Micobacteria no patógena de crecimiento rápido, 
ampR, chxR, carR 
Snapper,1993 
[176] 
 
4.3 Diseño de oligonucleótidos y amplificación por PCR 
Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo (Tabla 4-2) fueron diseñados con ayuda de 
los programas Primer3 [177, 178], A Plasmid Editor – ApE [179] y OligoCalc [180, 181]. 
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Las características que se tuvieron en cuenta para el diseño de los oligonucleótidos 
fueron: longitud entre 15 y 30 nucleótidos, %GC entre 50 y 65%, Tm entre 50 y 70°C, 
garantizando que la secuencia diana esté solo una vez en el molde, evitando las auto-
complementariedades y la formación de dímeros y horquillas. Adicionalmente se buscó 
en su extremo (3’) la presencia de una G o C, o GC, CG, GG, CC, para evitar la apertura 
de los extremos e incrementar la eficiencia del anillamiento [182]. 
 
Los oligonucleótidos usados para las clonaciones dirigidas se diseñaron introduciendo los 
sitios de restricción adecuados teniendo en cuenta que estuvieran presentes en el sitio 
múltiple de clonación (MCS) del vector y ausentes en el gen clonado. Para el caso de la 
clonación en vectores de expresión, se tuvo en cuenta que después de la ligación el 
inserto quedara en marco de lectura apropiado para la expresión de la proteína 
recombinante. El sitio de restricción en los oligonucleótidos se diseñó en su extremo 5’; 
para mejorar la eficiencia en la digestión por parte de la enzima de restricción, se 
adicionaron cuatro T en este mismo extremo para que la diana de restricción quedara 
más alejada del extremo del oligonucleótido.  
Tabla 4-2: Oligonucleótidos utilizados en la amplificación del gen pma1, PCR de 
confirmación y RT-qPCR. Los oligonucleótidos fueron diseñados usando los programas 
Primer3 [177, 178], OligoCalc [180, 181] y ApE [179]; en algunos casos fue necesario 
adicionar sitios de restricción para una posterior clonación dirigida.  
Nombre Secuencia 5’-3’ (sitio de restricción subrayado) 
Sitio de 
restricción Función 
Oligonucleótidos para la construcción de los recombinantes de sobreexpresión de Pma1 
pma1 pBAD-A 
dir TTTTCTGCAGTGCGACGGCCGGCAGATG PstI 
Amplificar el 
gen pma1 
pma1 pBAD-A 
rev TTTTAAGCTTCCGATGGGCGGCGGTGTG HindIII 
Amplificar el 
gen pma1 
pma1 pMV dir TTTTCTGCAGTGCGACGGCCGGCAGATG PstI Amplificar el 
gen pma1 
pma1 pMV rev TTTTAAGCTTCACCGCGGCAGCCCGTCG HindIII Amplificar el gen pma1 
Oligonucleótidos para la comprobación de clonaciones y RT-qPCR 
pma1 RT dir GGCGATGATGTCACCACAC ----- Comprobación 
pma1 y qPCR 
pma1 RT rev ACCTGTAGTCCGTCGACACC ----- Comprobación pma1 y qPCR 
M. sm 16S RT 
dir GTGCATGTCAAACCCAGGTAAGG ----- RT-qPCR 
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M. sm 16S RT 
rev GGGATCCGTGCCGTAGCTAAC ----- RT-qPCR 
E. coli 16S RT 
dir CCAGCCACACTGGAACTGAGAC ----- RT-qPCR 
E. coli 16S RT 
rev GGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCT ----- RT-qPCR 
pMV comp up CAGCGAGGACAACTTGAGC ----- Comprobación  en pMV261 
pMV comp 
down TATTTGATGCCTGGCAGTCG ----- 
Comprobación 
en pMV261 
pBAD-A comp 
up TTTTTTGGGCTAACAGGAGG ----- 
Comprobación 
en pBAD-A 
pBAD-A comp 
down GCTGGAGACCGTTTAAACTC ----- 
Comprobación 
en pBAD-A 
pBAD-A comp 
up 
(Secuenciación) 
ATGCCATAGCATTTTTATCC ----- 
Secuenciación 
en pBAD-A 
pBAD-A comp 
down 
(Secuenciación) 
GATTTAATCTGTATCAGG ----- Secuenciación 
en pBAD-A 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG ----- 
Comprobación 
en pGEM-T 
easy 
SP6 TAGGTGACACTATAGAATACTC ----- 
Comprobación 
en pGEM-T 
easy 
Tm903 A CTCGTGAAGAAGGTGTTGCT ----- Comprobación 
cassette KmR 
Tm903 B CCGACCATCAAGCATTTTAT ----- Comprobación 
cassette KmR 
 
Los programas o ciclos para las diferentes PCR que se utilizaron durante el desarrollo de 
esta investigación se muestran en la tabla 4-3. Siempre se realizaron controles negativos 
usando agua desionizada en lugar de ADN (Anexo B – Protocolo 4). 
 
Tabla 4-3: Condiciones de cada una de las PCR realizadas durante el presente estudio. 
Producto ADN Molde Oligonucleótidos 
Denat. 
Inicial 
Ciclos (C) 
#C Elong. Final 
Tamaño 
(pb) Denat. Anill. Elong. 
Construcción de los recombinantes de sobreexpresión de Pma1 
pma1 en pGEM-T pCAT1 pma1 pMV dir – 
pma1 pMV rev 
94°C x 
9 min 
94°C x 
1 min 
60°C x 
1 min 
72°C x  
3 min 
35 
72°C x 
10 min 
2830 
pma1 en pBAD-A  pCAT2 
pma1 pBAD-A dir 
– pma1 pBAD-A 
rev 
94°C x 
9 min 
94°C x 
1 min 
60°C x 
1 min 
72°C x  
3 min 
35 
72°C x 
10 min 
2830 
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pma1 en pMV261 pCAT3 pma1 pMV dir – 
pma1 pMV rev 
94°C x 
9 min 
94°C x 
1 min 
60°C x 
1 min 
72°C x  
3 min 
35 
72°C x 
10 min 
2830 
Comprobación de clonaciones 
pma1 
pCAT1 
pCAT2 
pCAT3 
pma1 RT dir – 
pma1 RT rev 
94°C x 
10 min 
94°C x 
30 s 
58°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
153 
pGEM-T::pma1 pCAT1 T7 – pma1 RT rev 94°C x 
10 min 
94°C x 
30 s 
56°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
601 
pGEM-T::pma1 pCAT1 pma1 RT dir – 
SP6 
94°C x 
10 min 
94°C x 
30 s 
56°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
2554 
pGEM-T::pma1 pCAT1 SP6 – pma1 RT 
rev 
94°C x 
10 min 
94°C x 
30 s 
56°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
619 
pGEM-T::pma1 pCAT1 pma1 RT dir – T7 94°C x 
10 min 
94°C x 
30 s 
56°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
2536 
pBAD-A::pma1 pCAT2 
pma1 RT dir – 
pBAD-A comp 
down 
94°C x 
9 min 
94°C x 
30 s 
56°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
2545 
pBAD-A::pma1 pCAT2 pBAD-A comp up 
– pma1 RT rev 
94°C x 
9 min 
94°C x 
30 s 
56°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
567 
pMV261::pma1 pCAT3 pma1 RT dir – 
pMV comp down 
94°C x 
9 min 
94°C x 
30 s 
58°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
2507 
pMV261::pma1 pCAT3 pMV comp up – 
pma1 RT rev 
94°C x 
9 min 
94°C x 
30 s 
58°C x 
30 s 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
663 
KmR pMV261 Tm903 A- 
Tm903 B 
94°C x 
9 min 
94°C x 
30 min 
58°C x 
30 min 
72°C x 
45 s 
35 
72°C x 
10 min 
846 
PCR en tiempo real 
pma1 cADN pma1 RT dir – 
pma1 RT rev 
95°C x 
5 min 
95°C x 
10 s 
58°C x 
15 s 
72°C x 
15 
40 ----- 153 
16S ARN                
M. smegmatis cADN 
M. sm 16s RT dir 
– M. sm 16s RT 
rev 
95°C x 
5 min 
95°C x 
10 s 
58°C x 
15 s 
72°C x 
15 s 
40 ----- 156 
16S ARN E. coli cADN 
E. coli 16s RT dir 
– E. coli 16s RT 
rev 
95°C x 
5 min 
95°C x 
10 s 
58°C x 
15 s 
72°C x 
15 s 
40 ----- 208 
 
4.4 Construcción de recombinantes 
El gen pma1 fue clonado inicialmente en el vector pGEM-T Easy® para facilitar su 
posterior clonación en los plásmidos de expresión pBAD-A-Myc-His y pMV261 (Tabla 4-
4). Los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en gel de agarosa entre 0,7-
2% en buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) y visualizados por tinción con HydraGreen™, 
20000X (ACTGene, Inc.) (Anexo B – Protocolo 2). En el anexo A, se muestran los mapas 
de los plásmidos usados en el presente estudio. 
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Tabla 4-4: Plásmidos empleados a lo largo del presente estudio. Indicando los 
marcadores de selección que poseen, características y referencia. 
Vector 
Marcador 
de 
selección 
Características Referencia 
pGEM-T 
Easy® Amp
R 
Vector de clonación tipo TA para 
fragmentos de PCR  
Promega 
pBAD-A-
Myc-His Amp
R 
Vector de expresión con Tag de Histidinas 
en el C-terminal y resistencia a ampicilina 
para expresión en E. coli TOP10 
Invitrogen 
pMV261 KmR Vector lanzadera E.coli-Micobacteria. Para 
expresión en Micobacterias (No integrativo)  
Stover, 1991 
[183] 
pCAT1 AmpR Gen pma1 con sitios de restricción PstI y 
HindIII clonado en el vector pGEM-T Easy® 
Presente 
estudio 
pCAT2 AmpR 
Gen pma1 con sitios PstI y HindIII clonado 
en el vector pBAD-A-Myc-His para 
expresión en E. coli TOP10 
Presente 
estudio 
pCAT3 KmR 
Gen pma1 con sitios PstI y HindIII clonado 
en el vector pMV261 para expresión en 
micobacterias 
Presente 
estudio 
 
4.4.1 Clonación del gen pma1 en el vector tipo T pGEM-T Easy 
(construcción de pCAT1) 
La realización de esta clonación inicial facilitó la obtención de amplímeros con sitios de 
restricción para una posterior clonación dirigida en los vectores de expresión.  
 
§ Amplificación del gen pma1 por PCR 
La amplificación del gen pma1 se hizo mediante PCR, usando los oligonucleótidos pma1 
pMV dir y pma1 pMV rev (Tabla 4-2) utilizando como molde ADN genómico de M. 
smegmatis mc2155 aislado por el método CTAB-NaCl (Anexo B – Protocolo 3 y 4). Para 
el control negativo de la PCR se utilizó una reacción sin ADN. El fragmento se amplificó 
usando la enzima DreamTaq ADN Polimerasa 5 U/µL (Thermo Scientific) utilizando las 
condiciones de reacción mostradas en la Tabla 4-3. El producto obtenido por PCR fue 
purificado con el kit PureLinkTM Quick Gel Extraction (Invitrogen by LifeTechnologies, 
Germany) siguiendo las especificaciones del proveedor. 
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§ Ligación del producto de PCR con el vector de clonación 
pGEM-T Easy 
La ligación entre el producto de PCR del gen pma1 y el vector pGEM-T Easy se hizo con 
la enzima T4 ADN Ligasa, siguiendo las instrucciones del proveedor (Promega, USA). Se 
utilizaron diferentes relaciones molares vector:inserto (1:1, 1:3 y 3:1) partiendo de 27 
fmoles de vector y 81 fmoles de inserto. La reacción se llevó a cabo en dos etapas, la 
primera a 22ºC durante 1 h y la segunda a 4°C durante toda la noche.  
 
§ Transformación del producto de ligación y selección de 
colonias recombinantes 
El producto de ligación fue transformado por electroporación en células 
electrocompetentes de E. coli DH5α preparadas según el Protocolo 5 y 6 del Anexo B. La 
selección de recombinantes se hizo sobre placas de LB agar suplementadas con Amp y 
X-Gal. Las colonias de color blanco, que se espera sean recombinantes, se confirmaron 
por PCR de colonia usando los oligonucleótidos T7 y pma1 RT rev y pma1 RT dir y SP6, 
complementarios al inserto y al vector de clonación. Las colonias positivas se sometieron 
a extracción de plásmido (Anexo B – Protocolo 7) y posteriormente se reconfirmaron por 
PCR.  
 
§ Mapeo de restricción del plásmido recombinante pCAT1  
El mapeo de restricción se realizó a los plásmidos extraídos a partir de las colonias 
positivas obtenidas mediante tamizaje por PCR. Para el mapeo se realizaron digestiones 
individuales con las enzimas de restricción PvuII, NotI, BglII, una digestión doble con PstI 
y HindIII y una digestión triple con PstI, HindIII y PvuII (Anexo B – Protocolo 8). 
Finalmente el plásmido de una colonia considerada positiva fue extraído con el kit 
AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit (Axygen) para la determinación de la secuencia de 
nucleótidos del inserto (Anexo B – Protocolo 9). 
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4.4.2 Clonación del gen pma1 en el vector de expresión pBAD-A-
Myc-His (construcción de pCAT2) 
La clonación se hizo para obtener el recombinante de expresión de Pma1 en E. coli 
TOP10, utilizando la siguiente metodología:  
 
§ Digestión triple del recombinante pCAT1 usando PstI, 
HindIII y PvuII 
El gen pma1 en pCAT1 esta flanqueado por dos sitios de restricción (PstI y HindIII), sin 
embargo, el plásmido pGEM-T Easy contiene un sitio PstI adicional en el sitio múltiple de 
clonación, lo que dificulta la separación de las dos bandas al realizar una digestión doble 
con estas enzimas, al ser similar el tamaño de los fragmentos resultantes. Por esta razón 
se realizó una digestión triple usando la enzima PvuII la que corta el vector mas no el 
inserto, permitiendo así la diferenciación entre el inserto (2816 pb) y parte del vector 
(2564 pb) en la electroforesis de agarosa. De esta forma, se logró separar el inserto (gen 
pma1) para ser purificado y posteriormente clonado entre los sitios de restricción PstI y 
HindIII del vector pBAD-A-Myc-His. Las condiciones de la digestión triple se diseñaron 
utilizando la herramienta DoubleDigest de Thermo Scientific [184], en la que se 
analizaron las enzimas por parejas, usando el Buffer Red (Thermo Scientific) y el doble 
de unidades de PvuII en relación con PstI y HindIII. La reacción de digestión se realizó a 
37°C durante 2 h (Anexo B – Protocolo 8). El producto de digestión fue purificado con el 
kit PureLinkTM Quick Gel Extraction (Invitrogen by LifeTechnologies, Germany) siguiendo 
las especificaciones del proveedor. 
 
§ Digestión doble del vector pBAD-A-Myc-His usando PstI y 
HindIII 
El plásmido pBAD-A que contiene los sitios PstI y HindIII dentro de su MCS; se sometió a 
doble digestión con estas enzimas para linealizarlo y permitir la ligación del inserto del 
gen pma1. Las condiciones de la digestión doble se diseñaron utilizando la herramienta 
DoubleDigest de Thermo Scientific [184], usando Buffer Red y cantidades iguales de PstI 
y HindIII. La digestión se realizó a 37°C durante 2 h (Anexo B – Protocolo 8). El producto 
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de digestión fue purificado con el kit PureLinkTM Quick Gel Extraction (Invitrogen by 
LifeTechnologies, Germany) siguiendo las especificaciones del proveedor. 
 
§ Desfosforilación de pBAD-A-Myc-His 
El vector pBAD-A cortado con PstI y HindIII se desfosforiló después de su linealización y 
purificación utilizando fosfatasa alcalina termosensible FastAP de Thermo Scientific. Se 
utilizó 1 U de enzima siguiendo las indicaciones del fabricante (Anexo B – Protocolo 9); la 
reacción enzimática se llevó a cabo a 37°C durante 20 min, con una posterior 
desactivación a 75°C durante 5 min. Una vez desfosforilado, el plásmido fue precipitado 
con etanol absoluto para eliminar sales y concentrar la muestra (Anexo B – Protocolo 10). 
 
§ Ligación de pma1 con pBAD-A-Myc-His 
La ligación entre el fragmento del gen pma1 liberado a partir del recombinante pCAT1 
con el vector pBAD-A cortado con las enzimas de restricción PstI y HindIII y después 
desfosforilado, se realizó utilizando la enzima T4 ADN Ligasa (Thermo Scientific), usando 
1 U en la mezcla de reacción (Anexo B – Protocolo 11). Se usaron tres relaciones 
molares vector:inserto diferentes, 1:1, 1:2 y 1:3, (partiendo de 15 fmoles de vector). 
Además, se hicieron controles negativos de digestión, ligación e inserto, en donde las 
mezclas de reacción solo contenían vector con ligasa, vector sin ligasa e inserto con 
ligasa, respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo bajo cuatro condiciones 
diferentes: 16°C durante 10 min, 21°C durante 10 min, 22ºC durante 30 min y 23ºC 
durante 10 min. El tiempo de reacción se aumentó para favorecer la formación del 
recombinante esperado. Finalmente, el producto de ligación fue precipitado con etanol 
absoluto para eliminar sales y concentrar la muestra, y posteriormente analizado por 
PCR usando el juego de oligonucleótidos pBAD-A comp up y pma1 RT rev; como control 
negativo se usaron los controles negativos de digestión, ligación e inserto. 
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§ Transformación del producto de ligación y selección de 
colonias recombinantes 
Los productos de ligación se transformaron por electroporación en células 
electrocompetentes de E. coli DH5α (Anexo B – Protocolo 5 y 6). Los recombinantes 
fueron seleccionados sobre placas de LB agar suplementadas con Amp (100 µg/mL). Las 
colonias se confirmaron por PCR de colonia usando el juego de oligonucleótidos pBAD-A 
comp up – pma1 RT rev que son complementarios al vector y al inserto, respectivamente 
(Anexo B – Protocolo 4). Las colonias positivas se sometieron a extracción de plásmido 
(Anexo B – Protocolo 7) y se reconfirmaron mediante PCR. 
   
§ Mapeo de restricción del plásmido recombinante pCAT2 
El mapeo de restricción se hizo a los plásmidos extraídos de las colonias positivas 
identificadas por tamizaje con PCR. Para el mapeo se realizaron digestiones individuales 
con las enzimas de restricción BamHI, BglII, XbaI y XhoI, y una digestión doble con PstI y 
HindIII (Anexo B – Protocolo 8). Finalmente el plásmido de una colonia considerada 
positiva fue extraído con el kit AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit (Axygen) para su 
secuenciación y transformación en la cepa de expresión E. coli TOP10. 
 
§ Transformación del plásmido recombinante pCAT2 en E. 
coli TOP10 
La transformación de pCAT2 se hizo por electroporación en células electrocompetentes 
de E. coli TOP10 (Anexo B – Protocolo 5 y 6). Adicionalmente, pBAD-A también se 
transformó en E. coli TOP10 para usarse como control negativo de células. Los 
recombinantes de E. coli fueron seleccionados sobre placas de LB agar suplementadas 
con Amp 100 µg/mL. 
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§ Comprobación de la cepa E. coli TOP10 transformada con 
pCAT2 por PCR de colonia 
Diferentes colonias producto de la transformación de pCAT2 en E. coli TOP10 se 
cultivaron en medio líquido LB suplementado con Amp (100 µg/mL), para después a 
partir de alícuotas de los cultivos realizar una PCR de comprobación (Anexo B – 
Protocolo 4), utilizando los mismos oligonucleótidos usados para la confirmación del 
recombinante pCAT2 (pBAD-A comp up y pma1 RT rev). 
 
4.4.3 Clonación del gen pma1 en el vector de expresión de 
micobacterias pMV261 (construcción de pCAT3) 
Para la clonación de pma1 en M. smegmatis mc2155 se utilizó la siguiente metodología:  
 
§ Digestión triple del recombinante pCAT1 usando PstI, 
HindIII y PvuII 
El plásmido recombinante pCAT1 contiene el gen pma1 clonado en el vector pGEM-T 
Easy. El gen pma1 en pCAT1 esta flanqueado por dos sitios de restricción (PstI y 
HindIII), sin embargo como se explicó anteriormente, el plásmido pGEM-T Easy contiene 
otro sitio de restricción PstI, que en la digestión doble produciría fragmentos de tamaño 
muy similar, lo que obligó a utilizar la estrategia de digestión triple con PstI, HindIII y 
PvuII, estrategia que permitió la separación, posterior purificación y clonación del inserto 
(gen pma1) entre los sitios PstI y HindIII del vector pMV261. Las condiciones de la 
digestión triple se diseñaron utilizando la herramienta DoubleDigest de Thermo Scientific 
[184] como se mencionó en el numeral 4.4.2. La reacción de digestión se realizó a 37°C 
durante 2 h (Anexo B – Protocolo 8). El producto de digestión fue purificado con el kit 
PureLinkTM Quick Gel Extraction (Invitrogen by LifeTechnologies, Germany) siguiendo las 
especificaciones del proveedor. 
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§ Digestión doble del vector pMV261 usando PstI y HindIII 
El plásmido pMV261 que contiene los sitios PstI y HindIII dentro de su MCS; se sometió a 
doble digestión con estas enzimas para linealizarlo y permitir la ligación del inserto (gen 
pma1). Las condiciones de la digestión doble se diseñaron utilizando la herramienta 
DoubleDigest de Thermo Scientific [184], usando en la reacción Buffer Red y cantidades 
iguales de PstI y HindIII. La reacción de digestión se realizó a 37°C durante 2 h (Anexo B 
– Protocolo 8). El producto de digestión fue purificado con el kit PureLinkTM Quick Gel 
Extraction (Invitrogen by LifeTechnologies, Germany) siguiendo las especificaciones del 
proveedor. 
 
§ Desfosforilación de pMV261 
El vector pMV261 cortado con PstI y HindIII se desfosforiló después de su purificación 
utilizando fosfatasa alcalina termosensible FastAP de Thermo Scientific como se 
mencionó en el numeral 4.4.2. Se siguió el mismo procedimiento de desfosforilación 
explicado en el numeral 4.4.2 para el vector pBAD-A-Myc-His. 
 
§ Ligación de pma1 con pMV261 
La ligación entre el producto de digestión del recombinante pCAT1 que libera el 
amplímero del gen pma1 y el vector pMV261 cortado con las enzimas de restricción PstI 
y HindIII y posteriormente desfosforilado, se realizó con la enzima T4 ADN Ligasa 
(Thermo Scientific), usando 1 U en la mezcla de reacción (Protocolo 11). Se usaron tres 
relaciones molares vector:inserto diferentes, 1:1, 1:2 y 1:3, (partiendo de 5, 4 y 3 fmoles 
de vector, respectivamente). El tiempo de reacción se aumentó para favorecer la 
formación del recombinante esperado. Finalmente, el producto de ligación fue precipitado 
con etanol absoluto para eliminar sales y concentrar la muestra y analizado por PCR 
usando el juego de oligonucleótidos pMV comp up y pma1 RT rev, y como control 
negativo se usaron los controles negativos de digestión, ligación e inserto. 
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§ Transformación del producto de ligación y selección de 
colonias recombinantes 
Los productos de ligación se transformaron por electroporación en células 
electrocompetentes de E. coli DH5α (Anexo B – Protocolo 5 y 6). Los recombinantes 
fueron seleccionados sobre placas de LB agar suplementadas con Km (25 µg/mL). El 
éxito de la transformación se verificó mediante PCR de colonia usando el juego de 
oligonucleótidos pMV comp up – pma1 RT rev que son complementarios al vector y al 
inserto, respectivamente (Anexo B – Protocolo 4). Las colonias positivas se sometieron a 
extracción de plásmido (Anexo B – Protocolo 7) y se reconfirmaron nuevamente 
mediante PCR. 
   
§ Mapeo de restricción del plásmido recombinante pCAT3 
El mapeo de restricción se hizo a los plásmidos extraídos de las colonias positivas 
obtenidas mediante tamizaje por PCR. Para el mapeo se realizaron digestiones 
individuales con las enzimas de restricción BglII, NotI, XbaI y XhoI, y una digestión doble 
con PstI y HindIII (Anexo B – Protocolo 8). Finalmente el plásmido de una colonia 
considerada positiva fue extraído con el kit AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit (Axygen) 
para su secuenciación y transformación en cepas de micobacterias. 
 
§ Transformación del plásmido recombinante pCAT3 en 
micobacterias (M. smegmatis mc2155) 
La transformación de pCAT3 se hizo por electroporación en células electrocompetentes 
de M. smegmatis mc2155 (Anexo B – Protocolo 5 y 6); también se transformó 
individualmente pMV261 como control negativo de células. Los recombinantes de M. 
smegmatis fueron seleccionados sobre placas de LB agar suplementadas con Km (25 
µg/mL). 
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§ Comprobación de la cepa de M. smegmatis mc2155 
transformada con pCAT3 por PCR de colonia 
Se seleccionaron diferentes colonias producto de la transformación del plásmido pCAT3 
en M. smegmatis mc2155, las que se cultivaron en medio líquido LB suplementado con 
Km (25 µg/mL). Luego se hizo PCR de hervido (Anexo B – Protocolo 4) utilizando los 
mismos oligonucleótidos usados para la confirmación del recombinante pCAT3 (pMV 
comp up y pma1 RT rev). 
 
4.5 Expresión heteróloga de la proteína Pma1 en E. coli 
TOP10 
Con el fin de determinar las condiciones óptimas para la expresión de la proteína Pma1 
en E. coli, se realizaron inicialmente ensayos a pequeña escala estandarizando el tiempo 
y la concentración de inductor (L-arabinosa). La expresión de la proteína recombinante 
Pma1 se evaluó en E. coli TOP10 (Invitrogen) mediante SDS-PAGE en condiciones 
denaturantes. Una colonia de E. coli TOP10 transformada con pma1::pBAD-A se inoculó 
en 7,5 mL de medio LB suplementado con Amp (100 µg/mL), y se incubó durante toda la 
noche a 37°C con agitación (130 rpm). Al día siguiente 100 µL del cultivo anterior se 
emplearon para inocular 10 mL de medio fresco y se continuó el crecimiento bacteriano a 
37°C hasta alcanzar la fase logarítmica (OD595 aproximadamente 0,5-0.6). En este punto 
se indujo el cultivo con diferentes concentraciones finales de L-arabinosa: 0,0002%, 
0,002%, 0,02%, 0,2% y 2%. Después se tomaron alícuotas de 1 mL a tiempo 0h 
(preinducción), 1h, 2h, 4h y 6h de inducción; se centrifugaron a 13000 rpm por 2 min, y 
los pellets se resuspendieron en 200 µL de PBS 1X junto con 250 µL de perlas de vidrio 
de 0,1 mm de diámetro. A continuación, cada muestra fue sometida a 10 pulsos de un 
minuto y medio en un Mini-BeadBeater, dejando en reposo un minuto a -20ºC entre cada 
pulso (Anexo B – Protocolo 12). La muestra resultante fue centrifugada a 15000 rpm para 
precipitar las perlas, el sobrenadante se separó y se cuantificó por el método de Bradford 
(Anexo B – Protocolo 20). Para ello, en placas de 96 pozos se añadieron 200 µL de 
reactivo de Bradford, 5 µL de muestra y 45 µL de PBS 1X, se incubó a temperatura 
ambiente durante 10 min para desarrollar el color y se hicieron lecturas de absorbancia a 
70 Clonación, sobreexpresión y determinación de la especificidad iónica de Pma1, 
una posible Na+/K+ ATPasa de Mycobacterium smegmatis 
 
 
 
595 y 450 nm. Para la curva de calibración se empleó como patrón solución de BSA 
entre 1,6 µg/mL y 50 µg/mL [185, 186]. Finalmente, se añadió BRIJ-58 a una 
concentración final de 1%, el cual se dejó actuar durante 1 hora a 4ºC, luego se 
centrifugo durante 30 min a 25000 g. Al sobrenadante se le adicionó buffer de carga a 
una concentración final 1X, esta mezcla se calentó entre 50ºC y 60ºC durante 1 hora. La 
proteína fue analizada mediante SDS-PAGE a 100 V y visualizada con tinción de 
Coomassie coloidal (Anexo B – Protocolo 14). 
 
4.6 Expresión homóloga de la proteína Pma1 en M. 
smegmatis mc2155 
La expresión de Pma1 en M. smegmatis fue estandarizada de forma similar a lo realizado 
con E. coli. Inicialmente se optimizó el tiempo de inducción; en este caso, células de M. 
smegmatis silvestres, transformadas con pMV261 y con el recombinante pCAT3 fueron 
crecidas hasta fase exponencial a 37ºC y sometidas a un choque térmico de 45ºC 
durante 1, 3 y 6 horas. Después, la mitad del volumen de bacterias fue recolectado y 
lavado con PBS 1X, las células se resuspendieron en el mismo buffer, se les añadió 
perlas de vidrio de 0,1 mm y luego las células fueron sometidas a lisis mecánica usando 
10 pulsos cada uno de un minuto y medio en un Mini-BeadBeater. El lisado fue 
centrifugado durante 30 min a 15000 rpm y el sobrenadante fue recuperado (Anexo B – 
Protocolo 13). La proteína presente en el sobrenadante fue cuantificada usando el 
método de Bradford. Finalmente, la fracción de proteínas se analizó mediante SDS-
PAGE y se visualizó con tinción de Coomassie coloidal como lo realizado en la expresión 
heteróloga (Anexo B – Protocolo 14). 
 
4.7 PCR en tiempo real 
La PCR en tiempo real se usó para cuantificar la transcripción de pma1 en células de E. 
coli y M. smegmatis transformadas con pCAT2 y pCAT3 respectivamente, como también 
para cuantificar la transcripción de pma1 en células de M. smegmatis cultivadas bajo 
concentraciones sub-letales de diferentes cationes alcalinos/alcalinotérreos. El ARN fue 
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aislado a partir de células de E. coli TOP10 y M. smegmatis mc2155 utilizando el método 
del TRIzol® (Invitrogen, USA) [187] (Anexo B – Protocolo 16). El ARN obtenido fue 
inicialmente tratado con DNasas para asegurarse de eliminar posible ADN genómico 
presente [187]. A partir 2 µg de ARN extraído se sintetizó ADNc usando el kit RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific); en algunos casos se usaron 
oligonucleótidos aleatorios y en otros casos se usaron los oligonucleótidos reversos del 
gen pma1 y del gen ARN 16S, esto con el fin de enriquecer el ADNc producido. Esta 
reacción se llevó a cabo durante 6 horas a 42ºC y 5 min a 75ºC (Anexo B – Protocolo 
17). Los niveles de transcripción de los genes pma1 y ARN 16S fueron analizados 
mediante PCR en tiempo real [188], utilizando el kit EXPRESS SYBR® GreenER™ qPCR 
SuperMix (Invitrogen, USA), en un termociclador CFX-96 (Biorad, USA) (Anexo B – 
Protocolo 18). En todos los casos se utilizó como normalizador el gen ARN 16S tanto de 
M. smegmatis como de E. coli. Se realizó una cuantificación relativa determinando la 
eficiencia sobre la mezcla de todos los ADNc extraídos y se analizaron los datos usando 
el método de Pfaffl [189, 190].  
 
4.8 Determinación de la concentración mínima inhibitoria 
Los ensayos de concentración mínima inhibitoria se realizaron para determinar a que 
concentraciones de metal alcalino/alcalinotérreo se inhibe el crecimiento celular utilizando 
resazurina como indicador de viabilidad; en este caso, un cambio del indicador de azul a 
rosado en el medio de cultivo suplementado con resazurina indica crecimiento celular 
[191]. Los iones metálicos usados en este análisis fueron Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+. 
Inicialmente, en placas de 96 pozos se colocaron 100 µL de diferentes diluciones de 
cada ion (entre 2000 y 125 mM de Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+) y después se añadieron 100 
µL de células de M. smegmatis mc2155 o células de E. coli TOP10. Específicamente se 
añadieron células de M. smegmatis mc2155 recolectadas en fase exponencial (OD595 de 
0,5 ≈ 7,6x106 CFU/mL) y diluidas hasta un OD595 de 0,05 (7,6x105 CFU/mL); se 
analizaron la cepa silvestre, transformada con pMV261 y con pCAT3. Las placas se 
incubaron durante 4 días, cuando se les añadió 30 µL de resazurina a cada pozo, y el 
cambio de color se observó a las 12 y a las 24 horas de incubación a 37ºC. Como control 
negativo se utilizaron células no suplementadas con metal.  
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También se evaluaron tres cepas de E. coli TOP10: cepa silvestre, cepa transformada 
con pBAD-A y con pCAT2. Para E. coli, 100 µL de células crecidas hasta un OD595 de 0,5 
y diluidas hasta un OD595 de 0,05 (5,0x107 CFU/mL aproximadamente), se mezclaron con 
100 µL de dilución del respectivo catión y se incubaron durante 4 horas a 37°C. Pasado 
este tiempo se adicionaron 30 µL de resazurina a cada pozo y el cambio de color se 
observó después de 1 h de incubación a 37ºC (Anexo B – Protocolo 15). Como control 
negativo se utilizaron células no suplementadas con metal. 
 
4.9 Ensayo de actividad ATPasa en vesículas de 
membrana plasmática 
Los ensayos de actividad ATPasa se hicieron sobre vesículas de membrana plasmática 
extraídas a partir de tres cepas de M. smegmatis mc2155: silvestre, transformada con 
pMV261 y transformada con pCAT3. También se evaluó en membranas de E. coli 
TOP10: cepa silvestre, cepa transformada con pBAD-A y con pCAT2. La extracción de 
membranas se basó en el fraccionamiento por centrifugación diferencial a partir de 
lisados celulares [192]. Para ello se cultivaron 5 L de cada una de las cepas a estudiar en 
condiciones normales hasta fase exponencial, luego se indujeron 3 horas a 45ºC las 
células de M. smegmatis y 2 horas con 0,02% de L-arabinosa las células de E. coli 
TOP10. El cultivo se centrifugó a 8500 rpm a 4ºC, se descartó el sobrenadante (medio de 
cultivo) y el pellet se lavó con solución de sacarosa 250 mM en buffer MOPS 10 mM (pH 
7,4). El pellet se centrifugó nuevamente y se resuspendió en buffer MOPS 10 mM (pH 
7,4), EDTA 1mM, PMSF 0,3 mM. Las células se lisaron usando un Mini-BeadBeater 
mediante 10 pulsos de 90 s c/u incubando a -20ºC entre cada pulso; después se 
centrifugó a 15000 rpm durante 30 min a 4ºC para eliminar las perlas de vidrio. El 
sobrenadante se recuperó y se centrifugó a 25000 g, el sobrenadante fue recuperado 
nuevamente (membrana plasmática) y se descartó el pellet. Este sobrenadante se 
centrifugó a 100000 g durante 90 min a 4ºC, y el pellet (fracción de membrana 
plasmática) se resuspendió en sacarosa 250 mM (~1 mL) (Anexo B – Protocolo 19). 
Finalmente el contenido de proteína se cuantificó por el método de Bradford (Anexo B – 
Protocolo 20), se llevaron a la misma concentración y se analizaron por SDS-PAGE 
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(Anexo B – Protocolo 14) como se explicó anteriormente. Finalmente las muestras se 
almacenaron a -80ºC hasta su uso.   
 
El ensayo de actividad ATPasa consiste en determinar el fosfato (PO43- o Pi) liberado por 
la hidrólisis de ATP producto del transporte de iones mediado por Pma1 (ATPasa tipo P), 
u otra ATPasa afín al ión analizado. El Pi liberado se cuantificó utilizando el método de 
Fiske-Subbarow [193], el que se modificó añadiendo citrato de bismuto para aumentar la 
sensibilidad del método [194]. La técnica se fundamenta en la reacción del Pi con 
molibdato de amonio en medio ácido para generar ácido fosfomolíbdico, luego éste es 
reducido por el ácido ascórbico a óxidos de molibdeno, un complejo azul cuyo color se 
intensifica en presencia de bismuto y puede ser leído a 690 nm. El bismuto también es 
usado para estabilizar el complejo de ácido fosfomolíbdico reducido y como agente 
quelante del exceso de molibdato, lo que previene la posible reacción del molibdato con 
Pi liberado por hidrolisis espontánea del ATP después de la reacción enzimática (Figura 
4-2) [194]. 
 
Figura 4-2: A) Pi liberado por la hidrólisis de ATP durante el transporte activo primario de 
metales alcalinos/alcalinotérreos. B) Reacciones involucradas en el método de Fiske-
Subbarow [193] modificado.  
 
   
Una unidad de actividad ATPasa (U) se definió como 1 nmol de Pi liberado en 1 min de 
reacción (nmol Pi/min), y una unidad de actividad ATPasa específica como 1 U por cada 
mg de proteína (nmol Pi/min*mg de proteína). En los ensayos de actividad se emplearon 
los cationes Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+, para determinar cuál de ellos estimula en mayor 
Pi + (NH4)2MoO4      !      H3PMo12O40  
H+ 
Molibdato de amonio Ácido fosfomolíbdico 
Óxidos de molibdeno Citrato de bismuto 
[Mo6Ox]y-    +    BiC6H5O7      !      [Bi3+Mo6Ox]y-   
Complejo óxidos de 
molibdeno-bismuto 
(intensifica el color) 
H3PMo12O40    +    C6H8O6      !      [Mo6Ox]y-  
Ácido fosfomolíbdico Ácido ascórbico Óxidos de molibdeno 
(color azul) 
Puede ser leído en un lector de ELISA a 690 nm 
A) B) 
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magnitud la actividad ATPasa en membranas expresando Pma1. En el medio de 
reacción enzimática se utilizaron los diferentes iones metálicos (Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+) a 
10 mM, 100 mM, 10/40 mM y 30 µM respectivamente, BRIJ-58 (0,01-0,05%), 8 µg de 
proteína de membrana, 37°C, pH 7,4 y un tiempo de reacción de 30 min (Anexo B – 
Protocolo 21). En cada ensayo, la actividad ATPasa atribuida a Pma1 de M. smegmatis 
se obtuvo restando el valor de la actividad de las vesículas de membrana de la cepa que 
contiene pCAT3 con la actividad de la cepa transformada con pMV261; y para E. coli se 
obtuvo restando el valor de la actividad de las vesículas de membrana que contiene 
pCAT2 con la actividad de la cepa transformada con pBAD-A-Myc-His. 
 
4.9.1 Determinación de condiciones óptimas de actividad ATPasa 
en membrana plasmática de M. smegmatis mc2155 
expresando Pma1 
Para la actividad ATPasa en membrana plasmática expresando Pma1 recombinante, se 
evaluó la concentración óptima de cada uno de los metales (Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+), el 
efecto de la concentración de proteína, tiempo de reacción enzimática, pH, temperatura y 
efecto de la concentración de sustrato con el fin de determinar la constante de Michaelis-
Menten y la velocidad máxima de la enzima. En todos los casos, se cuantificó la 
liberación de Pi como se hizo en el ensayo de actividad ATPasa dependiente de metales 
alcalinos/alcalinotérreos y la unidad enzimática fue definida de la misma forma. En cada 
condición, la actividad ATPasa atribuida a Pma1 de M. smegmatis se obtuvo restando el 
valor de la actividad de las vesículas de membrana de la cepa que contiene pCAT3 con 
la actividad de la cepa transformada con pMV261. 
 
Para evaluar el efecto de concentración de proteína de membrana, la cantidad de 
proteína añadida a la reacción enzimática se varió entre 2 y 14 µg, determinando en cada 
caso la actividad ATPasa estimulada por cada ión en particular, a pH 7,4 y 37°C. La 
determinación del pH óptimo se evaluó en un rango entre 5,4 y 9,3; las reacciones 
enzimáticas se hicieron a 37°C usando 8 µg de proteína y suplementadas con cada uno 
de los metales, en un volumen final de reacción de 50 µL. El efecto de la temperatura fue 
evaluado a 4, 24, 37, 45 y 60 °C a pH 7,4 usando 8 µg de proteína y la concentración 
óptima de cada metal. Finalmente, se varió el tiempo de reacción enzimática entre 5 y 60 
Materiales y métodos 
 
75 
 
 
 
minutos a pH 7,4, 37°C y 8 µg de proteína de membrana. Todas las reacciones 
enzimáticas se llevaron a cabo durante 30 min en un volumen final de reacción de 50 µL, 
a excepción de los ensayos en función del tiempo de reacción; las diferentes reacciones 
se detuvieron con 100 µL de la solución reveladora que contiene ácido ascórbico 3%, 
molibdato de amonio 0,5%, SDS 3% en HCl 2 M (20 minutos a -20ºC) y el color fue 
estabilizado añadiendo 150 µL de una solución de citrato de bismuto y de sodio (10 min a 
37ºC). La absorbancia de las muestras fue determinada en un lector de ELISA a 690 nm. 
(Anexo B – Protocolo 22). 
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5. Resultados y discusión de resultados 
El interés de estudiar la ATPasa Pma1 se deriva de resultados previos de nuestro grupo 
de investigación que indican que el gen pma1 de M. smegmatis se expresa en 
condiciones experimentales de hipoxia e inanición, dos condiciones que el bacilo 
tuberculoso debe soportar cuando esta siendo controlado por el macrófago [18, 129]. 
Para nosotros resulta interesante conocer la especificidad del transporte de Pma1 en la 
membrana plasmática de M. smegmatis y extrapolar este modelo a su contraparte en el 
bacilo tuberculoso, el transportador CtpF. 
 
5.1 Análisis in silico del gen pma1 
El gen pma1 tiene un tamaño de 2769 pb, y esta anotado en el genoma de M. smegmatis 
mc2155 como MSMEG_3926, entre las posiciones 3’993.256 y 3’996.024 [132]. pma1 
codifica una proteína de membrana de 922 aa con una posible actividad de transporte de 
metales alcalinos/alcalinotérreos, perteneciente a la superfamilia de las ATPasas tipo P, 
incluidas en las hidrolasas de anhídridos ácidos (EC 3.6.3.-). A la proteína Pma1 le 
corresponde un peso de 98211,52 Da (98,2 kDa) y tiene un punto isoeléctrico por 
predicción de 6,11 [136]. Como se esperaba, Pma1 tiene una topología característica de 
la subfamilia de ATPasas tipo P2; según se aprecia en el esquema mostrado en la figura 
5-1, posee 10 segmentos transmembranales (TMS) descritos por la mayoría de 
herramientas usadas (Tabla 5-1), cuya estructura terciaria modelada se puede apreciar 
en la figura 5-3. 
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Tabla 5-1: Segmentos transmembranales predichos por diferentes herramientas 
bioinformáticas. TMS: Segmentos transmembranales. 
Programa TMS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 N-terminal 
En base a la estructura primaria de la proteína Pma1 
TMHMM 2.0 10 68-85 
89-
108 --- 
252-
274 
287-
309 --- 
701-
723 
733-
752 
773-
795 
810-
829 
836-
858 
873-
895 Citoplasmático 
TMpred 10 68-
86 
89-
108 
--- 255-
274 
282-
311 
525-
548 
701-
728 
733-
750 
778-
794 
805-
823 
843-
862 
--- Citoplasmático 
HMMTOP 10 71-87 
92-
108 --- 
256-
273 
284-
308 --- 
701-
720 
733-
750 
779-
795 
806-
823 
844-
868 
873-
892 Citoplasmático 
Phobius 10 68-86 
92-
108 --- 
255-
276 
282-
308 --- 
701-
722 
734-
753 
774-
794 
806-
823 
843-
863 
875-
894 Citoplasmático 
DAS-
TMfilter 
server 
9 
71-
86 
89-
106 --- 
253-
270 
301-
304 
537-
544 
713-
728 
736-
744 
776-
791 --- 
845-
858 --- Citoplasmático 
TopPred 8 70-90 --- 
204-
224 
254-
274 
278-
298 
529-
549 
711-
731 --- 
777-
797 --- 
843-
863 --- Citoplasmático 
En base a la estructura terciaria de la proteína Pma1 
TMDET 9 64-
87 
89-
104 
--- 252-
270 
282-
300 
--- 703-
721 
726-
745 
774-
793 
807-
825 
844-
870 
--- Citoplasmático 
PPM server 10 73-89 
90-
106 --- 
252-
271 
277-
301 --- 
701-
722 
730-
748 
775-
794 
804-
825 
842-
863 
875-
896 Citoplasmático 
 
La predicción de topología de esta enzima es acorde a la clasificación propuesta, ya que 
su disposición en la membrana plasmática es dependiente del tipo de ión transportado; 
específicamente muestra una topología tipo II propia de las ATPasas tipo P que 
transportan metales alcalinos/alcalinotérreos, las que se caracterizan por tener 10 TMS 
(Figura 5-1).  
 
Figura 5-1: Perfil de hidrofobicidad de la proteína Pma1 obtenido usando la herramienta 
Protter [195, 196]. Resultado más representativo promediando los resultados de las 8 
herramientas in silico utilizadas. Como se observa, entre las transmembranas 2 y 3 se 
encuentra el loop citoplasmático pequeño y entre las transmembranas 4 y 5 se encuentra 
el loop citoplasmático mayor, además, la región C-terminal es altamente hidrofóbica. 
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Con respecto al análisis de motivos funcionales, se utilizó inicialmente el servidor 
InterProScan [137] que permitió confirmar que se trata de una ATPasa tipo P 
transportadora de metales alcalinos/alcalinotérreos, posiblemente transportadora de 
Na+/K+ o Ca2+. Este análisis también mostró que la proteína presenta un N-terminal y un 
C-terminal característico de ATPasas tipo P, al igual que el dominio de unión a nucleótido 
(N), el dominio actuador (A) y el dominio de fosforilación (P). El programa también 
permitió observar que esta proteína tiene un homólogo predicho en M. tuberculosis 
anotado como CtpF, otra ATPasa tipo P posiblemente transportadora de cationes 
alcalinos/alcalinotérreos, dato relevante pues es de nuestro interés los transportadores 
del bacilo tuberculoso; sin embargo, este programa no confirma la especificidad del ión ni 
la existencia de los 9 motivos característicos de este tipo de enzimas. Por lo tanto, se 
realizó un análisis adicional utilizando la herramienta P-val FPScan [139], que realiza 
alineamientos múltiples con secuencias de proteínas relacionadas. Como se observa en 
la tabla 5-2, la proteína Pma1 comparte motivos característicos con H+ y Na+/K+ 
ATPasas, y también presenta los 6 motivos conservados de las ATPasas transportadoras 
de cationes en general establecidos por esta herramienta. 
 
Tabla 5-2: Motivos funcionales predichos usando la herramienta P-val FPScan [139] en 
base a comparaciones con secuencias de proteínas bien caracterizadas de todos los 
reinos.  
Proteínas 
relacionadas 
Número de 
motivos 
conservados 
Secuencia Longitud Posición Pval 
Número 
de 
proteínas  
alineadas 
ATPasas 
transportadoras 
de cationes 
1 de 6 DEAPLTGESAPVWKT 15 173 
1.62e-
06 
18 
2 de 6 CTDKTGTLTSNEMTV 15 336 
4.03e-
09 
3 de 6 GLVGIIDALRPE 12 540 
2.19e-
04 
4 de 6 AGIRVKMITGD 11 562 
5.03e-
07 
5 de 6 TGDGVNDSPALKKADVGIAM 20 641 
1.09e-
14 
6 de 6 TEAAKEAADMVLA 13 665 
3.19e-
07 
       
H+ ATPasa 
1 de 5 WQRMAATTAAQGLRVLAIA 19 497 
3.90e-
04 
6 
2 de 5 RDIFARASPEHKLRLVR 17 613 
1.50e-
04 
3 de 5 TGDGVNDSPALKKADVG 17 641 
4.23e-
12 
4 de 5 DMVLADDNFATIAAAVSEGRTVYDNI 26 673 1.86e-
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05 
       
Na+/K+ ATPasa 
2 de 9 WVDAAVLFAAVLINVVIAYVQ 21 89 
4.31e-
02 
7 4 de 9 LGSVTVICTDKTGTLTSNEMTV 22 329 
2.94e-
12 
5 de 9 IVVKGAPERVLDICDSQRS 19 467 
2.35e-
07 
 
También, mediante la herramienta ClustalW2, se realizaron manualmente alineamientos 
usando la secuencia consenso reportada por Thever [112] y la secuencia de Pma1; en 
este análisis se encontraron todos los motivos característicos de las ATPasas tipo P 
transportadoras de metales alcalinos/alcalinotérreos: los dos primeros (PGD y PAD) 
encargados de facilitar los cambios conformacionales de la enzima entre los estados E1 
y E2; el motivo 3 (TGES), el más conservado dentro de toda la superfamilia de ATPasas 
tipo P debido a que se asocia con la actividad fosfatasa de la enzima, ubicado entre los 
TMS 2 y 3 dentro del loop citoplasmático menor. El motivo 4 (PEGL) se ubicó al final del 
TMS 4, el cual se encarga de coordinar el metal y facilitar su transporte dentro de la 
región transmembranal [38]. El sitio de fosforilación dado por el motivo 5 (DKTGTLT), se 
encontró en el loop citoplasmático mayor entre los TMS 4 y 5. Los últimos cuatro motivos 
son los encargados de facilitar la unión del ATP (KGAPE), catalizar la transferencia del 
grupo fosfato a la enzima (GAPR) y (MITGD), y el motivo “bisagra” 
(VAMTGDGVNDSPALKKADVGIAM) que participa en los cambios conformacionales que 
sufre la enzima durante cada ciclo catalítico [10-12] (Tabla 5-3).  
 
Tabla 5-3: Predicción de motivos funcionales realizado manualmente usando la 
secuencia consenso reportada por Thever [112] y analizada mediante la herramienta 
ClustalW2. Los aminoácidos en negrita y subrayados son variaciones sutiles con 
respecto a la secuencia consenso. 
Motivo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Consenso PGD PAD TGES PEGL DKTGTLT KGAPE DPPR MVTGD VAVTGDGVNDSPALKKADIGVAM 
Pma1 PGD PAD TGES PEGL DKTGTLT KGAPE GAPR MITGD VAMTGDGVNDSPALKKADVGIAM 
 
Usando los motivos funcionales encontrados y la topología de las regiones 
transmembranales se construyó la figura 5-2. Allí se puede observar que los sitios activos 
de la enzima pueden ubicarse en los dos loops citoplasmáticos, y como se observa, no 
hay dominios en el espacio extracelular, solo pequeños loops de unión de cada una de 
las transmembranas. También se ve como las pequeñas variaciones de aminoácidos se 
encuentran en el dominio de fosforilación y en el dominio de unión a nucleótido. 
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Finalmente, el dominio bisagra contiene 3 aa diferentes a la secuencia consenso 
posiblemente debido a que este se encarga de los cambios conformacionales de la 
enzima, otorgándole ligera especificidad a cada una de ellas dependiendo del sustrato. 
 
Figura 5-2: Ubicación de los 9 motivos funcionales (8 citoplasmáticos y 1 
transmembranal) característicos de la proteína Pma1. En rojo se señalan los residuos no 
conservados respecto a la secuencia consenso [112]. 
 
 
5.1.1 Estructura secundaria y terciaria de Pma1 
En la tabla 5-4 se resumen las predicciones realizadas de la posible estructura 
secundaria de la proteína Pma1 usando dos herramientas del portal ExPASy Tools. En 
ambos casos, el porcentaje de hojas beta es bastante similar, sin embargo, existe una 
diferencia del 32,31% en la predicción de hélices alfa y del 31,24% en cuanto a las 
estructuras al azar y loops, esto debido esencialmente al modelo o algoritmo usado por 
cada herramienta. Inicialmente, CFSSP, se basa en el método de Chou–Fasman el que 
sólo tiene en cuenta la probabilidad de que aparezca cada aminoácido individualmente 
PGD
PAD
TGES
PEGL
DKTGTLT
KGAPE
GAPR
MITGD
VAMTGDGVNDSPALKKADVGIAM
Loop Citoplasmático
Mayor
Citoplásma
Membrana
Espacio Extracelular
Dominio T Dominio S
Loop 
Menor
Bisagra
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en una hélice alfa, hoja beta, o loop. Por otro lado, el método GOR4 es más complejo ya 
que usa una ventana de 17 aminoácidos y no refleja las probabilidades condicionales de 
un aminoácido para formar una estructura secundaria particular, dado que sus vecinos ya 
poseen esa estructura. Esta falta de cooperatividad en el primer método aumenta su 
eficiencia computacional, pero disminuye su precisión, ya que las propensiones de 
aminoácidos individuales a menudo no son suficientemente fuertes para hacer una 
predicción definitiva. En conclusión, los porcentajes obtenidos usando la herramienta 
GOR4 son los más precisos; entonces se puede decir que la proteína Pma1 esta 
formada en su mayoría por hélices alfa y estructuras al azar (loops estrechos, loops 
múltiples y harpins); estas últimas de gran importancia pues quizás desempeñan un 
papel crítico en el plegamiento al permitir interacciones entre los elementos de la 
estructura secundaria regular. Este punto de vista es apoyado por estudios de 
mutagénesis que indican un papel crítico para los residuos particulares en los loops de 
algunas proteínas. Sin embargo, la conservación de aminoácidos es muy baja en la 
mayoría de estos loops.  
 
Tabla 5-4: Predicción de estructura secundaria de la proteína Pma1 en base a dos 
herramientas bioinformáticas contenidas en Expasy Tools. Determinación del porcentaje 
de hélices alfa, hojas beta y estructuras al azar (loops estrechos, loops múltiples y 
harpins). 
Programa % Hélices alfa % Hojas beta % Estructuras al azar 
CFSSP 75,80 13,90  10,30 
GOR4 43,49 14,97 41,54 
 
La herramienta Jpred 3 realizó 53 alineamientos de la proteína Pma1 contra proteínas 
Ca2+ ATPasa tipo P tanto de membrana plasmática como SERCA, obteniendo para cada 
uno de los alineamientos un porcentaje de identidad de 33%, y 13 alineamientos contra 
Na+/K+ ATPasas tipo P para los que se obtuvo un porcentaje de identidad de 32%. Todas 
las proteínas usadas en cada uno de los alineamientos se encuentran anotadas en el 
Protein Data Bank (PDB) con estructura y función bien caracterizada. Con este resultado 
se puede decir que Pma1 presenta características estructurales similares tanto a las Ca2+ 
ATPasas como a las Na+/K+ ATPasas, siendo más idéntica a las Ca2+ ATPasas tipo 
SERCA. 
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Con el fin de detallar los resultados sobre estructura secundaria de la proteína Pma1 se 
usó la herramienta Phyre2 [165, 166] la que elucida la estructura secundaria de la 
proteína en base a modelos de estructuras terciarias de proteínas caracterizadas. El 
primer modelo se realizó usando como molde una Ca2+ ATPasa (SERCA) de músculo de 
conejo (PDB: 3B9B, ATPasa tipo P de Oryctolagus cuniculus obtenida usando rayos X 
con una resolución de 2,65 Å) mismo organismo sobre el que se realizó la construcción 
de la estructura terciaria con un 35% de identidad, y el segundo modelo se realizó 
usando una Na+/K+ ATPasa con un 32% de identidad (PDB: 2ZXE, ATPasa tipo P de 
Squalus acanthias o tiburón de barro obtenida usando rayos X con una resolución de 
2,40 Å). Es de destacar que en su mayoría la proteína esta formada por hélices alfa y 
hojas beta, con pequeñas regiones que le permiten realizar diferentes loops (Figura 5-3).  
 
Esta herramienta también permitió analizar la calidad de los modelos reportados usando 
diferentes parámetros de forma grafica, por ejemplo, el análisis de Ramachandran 
muestra que casi todo el modelo tiene los ángulos correctos para cada uno de los 
aminoácidos que conforman la proteína. Ambos modelos presentan una baja 
conservación de los aminoácidos a excepción de los 9 motivos discutidos anteriormente, 
además existe una sensibilidad a las mutaciones en casi toda la secuencia de la proteína 
especialmente en el dominio de fosforilación, de unión a nucleótido y de transporte, lo 
que posiblemente generaría un cambio en su topología y funcionalidad. 
 
Finalmente, se evaluó la calidad del modelo usando ProQ2 [197], un programa basado 
en maquinas soportadas vectorialmente para predecir la calidad local y global de cada 
modelo; para este caso, los dos modelos presentan un 50% de calidad, ya que como se 
sabe la identidad es solo del 35% y 32%, respectivamente; sin embargo, ya que la 
mayoría de los residuos de la proteína tienen un porcentaje considerable de calidad, es 
valido confiar en el modelo y en la predicción de la estructura secundaria y terciaria 
reportada. 
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Figura 5-3: Predicción de la estructura secundaria de la proteína Pma1 respecto a una 
A) Ca2+ ATPasa y B) Na+/K+ ATPasa. Las hélices alfa están en color verde, las hojas 
beta se representan con flechas azules, espacios en amarillo indican inserciones 
relativas al templado, regiones en vinotinto indican deleciones relativas al templado y en 
el recuadro rojo se encuentra el residuo catalítico (Asp). G: Hélice 310, I: Hélice π, T: Giro 
unido a hidrógeno, B: Residuo aislado en una unión β y S: Giro o loop. Clasificación de 
los aminoácidos según Phyre2: A,S,T,G,P (pequeños/polares), M,I,L,V (hidrofóbicos), 
K,R,E,N,D,H,Q (cargados) y W,Y,F,C (aromáticos y cisteína). 
  
 
A) Predicción de estructura secundaria de Pma1 respecto a una Ca2+ ATPasa de reticulo 
sarco/endoplásmico de musculo de conejo (PDB: 3B9B). 
 
A) Pma1 respecto a Ca2+ ATPasa de retículo sarco/endoplásmico de musculo de conejo. 
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A) Pma1 respecto a Ca2+ ATPasa de retículo sarco/endoplásmico de musculo de conejo. 
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B) Predicción de estructura secundaria de Pma1 respecto a una Na+/K+ ATPasa de tiburon de 
barro (PDB: 2ZXE). 
 
B) Pma1 respecto a una Na+/K+ ATPasa de Squalus acanthias o tiburon de barro. 
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Dentro de la herramienta Phyre2, se encuentra otro programa llamado 3DLigandSite 
Server con el que se determinaron los posibles ligandos y aminoácidos que interaccionan 
con estos dentro de la proteína Pma1, debido a que el 98% de la proteína fue modelada 
por Phyre2 con una confianza mayor del 90%. En la tabla 5-5 se resumen los ligandos 
predichos para la proteína Pma1 y los aminoácidos involucrados en estas interacciones. 
 
 
 
B) Pma1 respecto a una Na+/K+ ATPasa de Squalus acanthias o tiburon de barro. 
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Tabla 5-5: Predicción de los residuos de aminoácidos involucrados en la unión de los 
diferentes ligandos de la proteína Pma1 obtenidos usando la herramienta 3DLigandSite. 
Ligando ATP ADP Mg2+ Ca2+ (Sitio I) Ca2+ (Sitio II) 
Residuos 
Lys 339 
Thr 340 
Thr 344 
Asp 572 
His 573 
Lys 339 
Thr 340 
Thr 344 
Asp 572 
His 573 
Lys 339 
Thr 340 
Thr 344 
Asp 572 
His 573 
Ile 294 
Glu 296 
Thr 708 
Glu 712 
Asn 737 
Estructuras 
PDB 3fpb_A 
1wpg_D 
2oa0_A 
3fps_A 
2zbd_A 
1t5t_A 
2c8k_A 
2c88_A 
2zbd_A 
1t5t_A 
1t5s_A 
1vfp_A 
3ba6_A 
2zbd_A 
1t5t_A 
1t5s_A 
1vfp_A 
2c9m_B 
1vfp_A 
1t5t_A 
1t5s_A 
 
Como se observa en la tabla 5-5, la proteína Pma1 presenta dos sitios de unión para dos 
iones Ca2+, es decir, la proteína Pma1 se podría relacionar con las Ca2+ ATPasas 
(SERCA). Además, presenta los ligandos característicos de las ATPasas tipo P, como el 
ATP, ADP y Mg2+. En la tabla 5-5 también están anotados los PDB de las diferentes 
proteínas usadas para la determinación de los ligandos, es importante destacar que la 
mayoría de estructuras corresponden a Ca2+ ATPasas (SERCA). Adicional a lo anterior, 
se realizaron alineamientos múltiples de la proteína Pma1 usando la herramienta 
ClustalW2 contra diferentes secuencias de Ca2+ y Na+/K+ ATPasas que reportan los 
aminoácidos involucrados en la unión del catión. Como se observa en la tabla 5-6, Pma1 
presenta 9 de los 10 aminoácidos involucrados en la unión de los dos iones Ca2+ de una 
SERCA ATPasa tipo P, conserva el loop TGE en el dominio actuador, el loop GAPR que 
conecta el dominio de unión a nucleótido (N) y el dominio de fosforilación (P), el residuo 
de fenilalanina para la unión de la tapsigargina (TG) en SERCA y la lisina de unión a 
isotiocianato de fluoresceína (FITC) en el dominio N [198], además estos sitios son muy 
similares con las Na+/K+ ATPasas, pues se dice que estas evolucionaron de las Ca2+ 
ATPasas. 
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Tabla 5-6: Aminoácidos involucrados en la unión de Ca2+ de proteínas SERCA, 
aminoácidos involucrados en la unión de Na+ y K+ en las Na+/K+ ATPasas y su presencia 
en la secuencia de la ATPasa Pma1 encontrados a través de alineamientos múltiples 
realizados usando la herramienta ClustalW2 [169]. 
 Sitio I Sitio II 
SERCA Ca2+ ATPasas [199] Motivo 5 (N-E) 
Motivo 6 (N-T-D) 
Motivo 4 (V-A-I-E) 
Motivo 6 (D) 
Na+/K+ ATPasas [17] 
Motivo 5 (N-E) 
Motivo 6 (D-T-D) 
Motivo 8 (Q) 
Motivo 4 (V-A-V-E) 
Motivo 6 (D) 
Pma1 Motivo 5 (N-E) 
Motivo 6 (N-T-S) 
Motivo 4 (V-A-I-E) 
Motivo 6 (S) 
 
Según los análisis realizados anteriormente se puede decir que posiblemente Pma1 sea 
una Ca2+ ATPasa tipo P, similar al grupo de las SERCA ATPasas (P2A). 
 
Finalmente, la estructura terciaria de Pma1 se modeló por homología mediante el uso del 
servidor Swiss-Model [171]. Inicialmente se construyó un modelo usando como molde 
una Ca2+ ATPasa tipo P (SERCA) de Oryctolagus cuniculus (Conejo) (PDB ID 3FGO, 
estructura determinada por rayos X con una resolución de 2,50 Å [200, 201]) ya que su 
secuencia comparte una identidad del 35,80%; un modelo de SERCA ATPasa del mismo 
organismo fue usado por la herramienta Phyre2 para predecir la estructura secundaria 
reportada anteriormente, lo que permite confiar mas en los resultados generados por 
estas herramientas. El modelo corregido usando el paquete WHAT IF Web Interface 
[172, 173] generó un nuevo Z-score de Ramachandran de -0,428, sugiriendo una buena 
calidad de la determinación experimental de las coordenadas tridimensionales [174] 
teniendo en cuenta que se trata de una proteína de membrana cuyos valores son más 
alejados de cero [202]. Aunque este parámetro es una buena aproximación, el Z-score en 
el caso de las proteínas de membrana varía porque las características estructurales de 
estas proteínas no siguen la misma distribución que las proteína en solución y el Z-score 
se ajusta a este último tipo de proteínas [202], por lo tanto se debería utilizar otro 
parámetro que aún no se ha desarrollado para este tipo de enzimas. 
 
El modelo utiliza un rango amplio de aminoácidos modelados, del residuo 17 al 900, lo 
que abarca la mayoría de la longitud de la proteína Pma1 (922 aa). En la Figura 5-4A se 
muestra el modelo terciario de la proteína donde se representan los tres dominios 
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citoplasmáticos A, N y P en color verde, rojo y azul, respectivamente. Por otro lado, la 
organización de los TMS en este modelo se acomodan a lo esperado, el dominio T está 
compuesto por 6 TMS que se encuentran juntos formando una especie de canal por el 
que se transporta el metal y el dominio S formado por los 4 TMS restantes (Figura 5-4B). 
Se realizó la comparación entre el modelo de Ca2+ ATPasa usado como molde, una 
Na+/K+ ATPasa y Pma1 usando la herramienta Phyre2, esto con el fin de observar 
semejanzas y diferencias en cuanto a su estructura y plegamiento (Figura 5-4C); como 
se observa, la proteína Pma1 (en color gris) presenta una alta similitud a la Ca2+ ATPasa 
(verde oscuro, TM-score 0,87) ya que sus estructuras aparecen en su mayoría 
sobrepuestas, a diferencia de lo que ocurre con respecto a la Na+/K+ ATPasa (verde 
claro, TM-score 0,75), con la que presenta menor similitud; ya que el programa 
sobrepone las regiones idénticas y muestra las regiones que son diferentes con respecto 
a la estructura base, en este caso Pma1. Estos valores de TM son una medida de 
similitud entre las estructuras de proteínas con diferentes estructuras terciarias; el TM-
score indica la diferencia entre dos estructuras por una puntuación entre 0 y 1, donde 1 
indica una combinación perfecta entre dos estructuras [203]. En general puntuaciones 
por debajo de 0,20 corresponden a proteínas no relacionadas, mientras que las 
estructuras con una puntuación más alta que 0,5 suponen un mismo plegamiento. 
Adicional a lo anterior, el TM-score está diseñado para ser independiente de la longitud 
de la proteína [203]. 
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Figura 5-4: A) Modelo construido de estructura terciaria de la proteína Pma1 usando 
como molde una Ca2+ ATPasa tipo P de retículo sarco/endoplásmico de Oryctolagus 
cuniculus – Conejo (PDB ID 3FGO, estructura determinada por rayos X con una 
resolución de 2,50 Å). B) Vista de los 10 segmentos transmembranales (6 pertenecientes 
al dominio de transporte y 4 al dominio de soporte de clase). C) Comparación de la 
estructura terciaria de la proteína Pma1 de M. smegmatis (Gris), Ca2+ ATPasa (Verde 
oscuro, PDB: 3B9B) y Na+/K+ ATPasa (Verde claro, PDB: 2ZXE).  
 
 
 
C) 
 
A)                     B) 
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Por lo tanto, se puede considerar que este modelo es apropiado para ver la estructura 
terciaria de los dos dominios transmembranales y los 3 dominios citoplasmáticos; en 
general, la proteína Pma1 comparte muchas características con las Ca2+ ATPasas, 
específicamente con las SERCA ATPasas. 
 
5.2 Clonación de pma1 de M. smegmatis en el vector de 
clonación pGEM-T Easy: obtención de pCAT1 
El gen pma1 (MSMEG_3926) se amplificó mediante PCR a partir de ADN genómico de 
M. smegmatis mc2155 (Figura 5-5). Con el fin de optimizar las condiciones de la reacción, 
para la PCR se tuvo en cuenta que el genoma de M. smegmatis tiene un alto contenido 
de GC (65,5%) favoreciendo la presencia de estructuras secundarias que dificultan el 
progreso de las ADN polimerasas. Además, el gen pma1 es relativamente largo (2769 
pb), por lo que era de vital importancia un diseño cuidadoso de los oligonucleótidos y 
elección de la polimerasa a utilizar.  
 
Figura 5-5: Amplificación del gen pma1 usando los oligonucleótidos pma1 pMV dir y 
pma1 pMV rev utilizando ADN genómico de M. smegmatis como molde. C-: Control 
negativo usando agua en lugar de ADN como molde. 
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El plásmido pCAT1 resultó de ligar el producto de amplificación de pma1 en pGEM-T 
Easy® (Tabla 4-4) utilizando diferentes relaciones molares vector: inserto (1:1, 1:3 y 3:1). 
Al amplificar inicialmente pma1 se incluyeron 42 pb corriente abajo del mismo, y los sitios 
de restricción para las enzimas PstI y HindIII, corriente arriba y corriente abajo del gen 
respectivamente (Figura 5-6A). El mapa del plásmido recombinante pCAT1 se muestra 
en la Figura 5-6B. 
Debido a que la ligación del fragmento generado por PCR con el vector pGEM-T Easy es 
una ligación de extremos romos, el inserto puede quedar en dos diferentes orientaciones 
dentro del vector: sentido (S) o antisentido (AS) dependiendo si se inserta en la misma 
dirección del gen LacZ en el vector, o en la dirección contraria. Sin embargo, esto fue 
irrelevante debido a que este recombinante se utilizó para liberar el gen pma1 con los 
sitios de restricción incluidos en la PCR, para su posterior subclonación en los vectores 
de expresión.  
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Figura 5-6: Estrategia experimental para la clonación de pma1 en pGEM-T Easy 
(pCAT1). A) Amplificación del gen pma1 mediante PCR y posterior ligación en el vector 
tipo T pGEM-T Easy. B) Esquema del recombinante pCAT1 con un tamaño de 5845 pb, 
donde se detallan los sitios de restricción incluidos PstI y HindIII.  
 
 
Después de transformar las tres relaciones molares vector:inserto (1:1, 1:3 y 3:1) en 
células electrocompetentes de E. coli DH5α, las colonias recombinantes se seleccionaron 
por α-complementación en medio LB suplementado con ampicilina (100 µg/mL), IPTG y 
X-gal, en donde las colonias blancas son las que contienen el inserto, debido a la 
interrupción del gen que codifica para la β-galactosidasa, siendo incapaz de hidrolizar el 
X-gal (Figura 5-7). 
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Figura 5-7: Placa de LB-agar de las colonias recombinantes que contienen el gen pma1 
dentro del vector pGEM-T Easy con resistencia a ampicilina (colonias blancas) y colonias 
con el vector recircularizado sin el inserto de interés (colonias azules). 
 
 
Mediante un pretamizaje por PCR con los oligonucleótidos T7 y pma1 RT rev se 
seleccionaron 2 colonias (colonia 4 y 5) de un total de 35 como posibles recombinantes 
de pCAT1 obtenidas de la relación molar vector:inserto 1:1. Se extrajo su plásmido y 
nuevamente mediante PCR y digestión con enzimas de restricción se comprobó la 
presencia del gen pma1 (Figura 5-8A, Tabla 4-4). 
 
En la figura 5-8B se puede observar una banda del plásmido recombinante sin digerir 
ligeramente por debajo de su peso (5845 pb) ya que un plásmido sin cortar generalmente 
migra a menor peso por el enrollamiento; al digerir con HindIII (corte único del 
recombinante), se observó una banda de 5845 pb, lo que sugiere que el sitio de 
restricción fue creado sin problema. Al digerir con PstI se generaron dos bandas de 
tamaño muy similar las que no se podían diferenciar en el gel de agarosa. Por otra parte, 
con la digestión por separado usando las enzimas NotI y PvuII el mapeo fue mucho más 
evidente, ya que se generaron respectivamente tres y dos bandas de diferentes tamaños. 
Al realizar la digestión doble usando PstI y HindIII (sitios de restricción creados por los 
oligonucleótidos) no se logró diferenciar el inserto del vector, por ello, se planteó usar una 
estrategia de triple digestión usando además PvuII; con estas tres enzimas fue posible 
diferenciar el inserto del vector. En el anexo A-3 se puede observar el mapeo de 
restricción in silico del recombinante pCAT1. 
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Figura 5-8: A) PCR de comprobación de las colonias 4 y 5 usando los oligonucleótidos 
T7 y pma1 RT Rev (producto de 601 pb) y pma1 RT dir y SP6 (producto de 2554 pb) bajo 
las condiciones descritas en la tabla 4-4, C-: control negativo. B) Mapeo con enzimas de 
restricción (HindIII, NotI, PstI y PvuII) y digestión doble y triple usando las enzimas PstI-
HindIII y PstI-HindIII-PvuII, respectivamente. MPM: GeneRuler 1kb ADN Ladder (Thermo 
Scientific). 
A) 
 
601 pb 
2554 pb 
M
PM
 
C
- 
C
ol
on
ia
 4
 
C
ol
on
ia
 5
 
C
- 
C
ol
on
ia
 4
 
C
ol
on
ia
 5
 
500 pb 
250 pb 
750 pb 
1000 pb 
3000 pb 
2500 pb 
2000 pb 
1500 pb 
Resultados y discusión de resultados 
 
97 
 
 
 
 
 
Finalmente, mediante secuenciación automática se confirmó que las dos colonias 
contenían el plásmido recombinante con los sitios de restricción creados (PstI y HindIII) y 
la ausencia de mutaciones delecionales. 
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5.3 Clonación de pma1 en el vector de expresión pBAD-
A: obtención de pCAT2 
Para expresar Pma1 en E. coli, inicialmente se intentó clonar el producto de PCR de 
2830 pb que contiene el gen pma1 flanqueado por los sitios de restricción PstI y HindIII 
directamente en el vector pBAD-A, pero nunca se obtuvieron colonias recombinantes. 
Por ello se decidió hacer el paso previo de clonar el inserto en el vector pGEM-T Easy 
para luego hacer su posterior clonación en el vector pBAD-A (Figura 5-9A).  
 
Figura 5-9: A) Procedimiento experimental para la obtención del recombinante de 
expresión pCAT2 a partir de la digestión del plásmido pCAT1 y el vector pBAD-A. B) 
Mapa del recombinante pCAT2. 
 
 
A partir de pCAT1 se obtuvo el gen pma1 mediante corte con PstI, HindIII y PvuII (Figura 
5-10A), el que se ligó en pBAD-A previamente cortado con PstI y HindIII (Figura 5-10B), 
resultando así el recombinante de expresión pCAT2 (Figura 5-9B). Se realizaron 
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digestiones simultáneas, debido a que el paso de purificación en la digestión secuencial 
supone una pérdida de fragmento digerido y, así mismo, una disminución en la eficiencia 
de clonación. Es posible llevar a cabo la digestión simultánea en tanto se tenga 
disponibilidad de un buffer en el que las dos enzimas mantengan una actividad entre 75 y 
100%. En cuanto a las reacciones de ligación, se probaron diferentes relaciones molares 
de vector e inserto (1:1, 1:2 y 1:3). El éxito de la ligación se confirmó por PCR usando los 
oligonucleótidos pBAD-A comp up y pma1 RT rev que anillan en el vector e inserto 
(Figura 5-9B) y generan un producto de 567 pb (Figura 5-10C). El resultado de la ligación 
no es muy claro, debido posiblemente a que la temperatura de anillamiento del 
oligonucleótido pBAD comp up es muy baja al ser este vector rico en AT, por lo tanto los 
oligonucleótidos no se anillan o se separan rápidamente dificultando así la progresión de 
la ADN polimerasa (Figura 5-10C), sin embargo se procedió con la transformación en 
células de E. coli DH5α electrocompetentes. 
 
Figura 5-10: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de digestión de A) 
pCAT1 con PstI-HindIII-PvuII, B) pBAD-A con PstI-HindIII. C) PCR de confirmación sobre 
la reacción de ligación y sus controles correspondientes (C-: control negativo PCR, 
control de digestión, control de desfosforilación y control de inserto). Marcador de peso 
molecular (MPM): GeneRuler 1kb ADN Ladder (Thermo Scientific). 
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Solo se obtuvieron colonias a partir de la relación molar vector:inserto 1:1 y 1:3, algunas 
de estas colonias se cultivaron, se aislaron sus plásmidos y se analizaron nuevamente 
por PCR (Figura 5-11) usando los oligonucleótidos pBAD-A comp up y pma1 RT rev, que 
amplifican un fragmento de 567 pb, y pma1 RT dir y pBAD comp down que amplifican un 
fragmento de 2545 pb. Además se realizó PCR sobre el vector sin inserto para descartar 
falsos positivos, pues los oligonucleótidos tenían la capacidad de anillarse y generar 
inespecificidades que podrían confundirse con el recombinante. Adicional a esto, se 
realizó un mapeo de restricción usando las enzimas BamHI, BglII, XbaI, XhoI y una 
digestión doble con PstI-HindIII con el fin de liberar el inserto (Figura 5-12).   
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Figura 5-11: PCR de comprobación sobre plásmido de las colonias 5 y 43 trasformadas 
en células de E. coli DH5α. C-: control negativo. Marcador de peso molecular (MPM): 
GeneRuler 1kb ADN Ladder (Thermo Scientific). 
 
 
Con las enzimas XbaI y XhoI se observó una única banda de 6883 pb que corresponde al 
recombinante (vector + inserto) linealizado; como era de esperarse esta banda se 
observó ligeramente mas arriba que la banda del plásmido sin cortar, ya que como se 
mencionó anteriormente, los plásmidos tienden a enrollarse y migrar a pesos menores 
con respecto a su peso real. La enzima BamHI, corta el plásmido 3 veces, 2 de estas tres 
bandas son las esperadas (4175 pb y 2626 pb), sin embargo hay una tercera banda 
(entre 1800 y 2000 pb) que no corresponde al mapeo, quizás debido a una posible 
actividad STAR de la enzima o a una posible contaminación de la muestra en ese pozo 
con muestra del pozo contiguo. Al usar la enzima BglII el plásmido es cortado dos veces 
generando dos bandas en el gel (5063 pb y 1820 pb); finalmente, al realizar la digestión 
doble con PstI y HindIII, se observan dos bandas, una correspondiente al inserto y otra al 
vector (2816 pb y 4067 pb respectivamente).  
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Figura 5-12: Mapeo de restricción sobre dos colonias positivas del recombinante pCAT2 
en células de E. coli DH5a (colonia 5 y 43). Marcador de peso molecular (MPM): 
GeneRuler 1kb ADN Ladder (Thermo Scientific). 
 
Colonia 5 Colonia 43 
4175 
6883 
2626 
5063 
1820 
6883 6883 
4067 
2816 
4175 
6883 
2626 
5063 
1820 
6883 6883 
4067 
2816 
pC
AT
2 
(5
) s
in
 c
or
ta
r 
B
am
H
I 
B
gl
II 
X
ba
I 
X
ho
I 
P
st
I-H
in
dI
II 
M
P
M
 
pC
AT
2 
(4
3)
 s
in
 c
or
ta
r 
B
am
H
I 
B
gl
II 
X
ba
I 
X
ho
I 
P
st
I-H
in
dI
II 
Colonia 5 Colonia 43 
4175 
6883 
2626 
5063 
1820 
6883 6883 
4067 
2816 
4175 
6883 
2626 
5063 
1820 
6883 6883 
4067 
2816 
pC
AT
2 
(5
) s
in
 c
or
ta
r 
B
am
H
I 
B
gl
II 
X
ba
I 
X
ho
I 
P
st
I-H
in
dI
II 
M
P
M
 
pC
AT
2 
(4
3)
 s
in
 c
or
ta
r 
B
am
H
I 
B
gl
II 
X
ba
I 
X
ho
I 
P
st
I-H
in
dI
II 
1000 
6000 
2000 
Resultados y discusión de resultados 
 
103 
 
 
 
Finalmente se secuenciaron los plásmidos de estas dos colonias seleccionadas como 
positivas con el mapeo de restricción, con el fin de confirmar que la proteína se 
encontraba en marco de lectura con respecto al ATG del vector y al codón de inicio de la 
proteína Pma1 (Anexo A-4). 
 
El plásmido recombinante pCAT2 extraído de ambas colonias se transformó en células 
de E. coli TOP10 electrocompetentes (Figura 5-13A), para obtener colonias 
recombinantes que fueron usadas para la sobreexpresión de la proteína Pma1 usando L-
arabinosa como inductor, la cual no es metabolizada por esta cepa. 
 
Figura 5-13: A) Electroporación del plásmido pCAT2 en células de E. coli TOP10 y B) 
PCR de confirmación sobre plásmido de 2 colonias recombinantes positivas (PCR corta – 
567 pb y PCR larga – 2545 pb), C-: control negativo. Marcador de peso molecular (MPM): 
GeneRuler 1kb ADN Ladder (Thermo Scientific). 
 
 
Se repicaron al azar 8 colonias crecidas con resistencia a Amp, se extrajó su plásmido y 
se realizaron dos PCR de comprobación (la primera usando los oligonucleótidos pBAD-A 
comp up y pma1 RT rev, que amplifican un fragmento de 567 pb (fragmento corto), y la 
segunda usando pma1 RT dir y pBAD comp down que amplifican un fragmento de 2545 
pb (fragmento largo)); de estas 8 colonias, solo dos dieron positivo para ambas PCR 
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(Figura 5-13B). Se seleccionó la colonia 5b para continuar con los ensayos de expresión 
y caracterización de la proteína Pma1 en el sistema heterólogo E. coli TOP10. 
 
5.4 Clonación de pma1 en el vector de expresión 
pMV261: obtención de pCAT3 
Al intentar clonar el producto de PCR de 2830 pb que contiene el gen pma1 flanqueado 
por los sitios de restricción PstI y HindIII directamente en el vector pMV261, tampoco se 
obtuvieron colonias recombinantes, por lo que para esta clonación el gen pma1 también 
se tomó de pCAT1 (Figura 5-14A). El plásmido recombinante resultante de la ligación se 
llamó pCAT3 y su mapa se muestra en la figura 5-14. 
 
Figura 5-14: A) Procedimiento general para la obtención del recombinante de expresión 
pCAT3. B) Mapa del plásmido recombinante pCAT3. 
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Al igual que para pCAT2, el inserto se obtuvo por digestión triple (PstI, HindIII y PvuII) del 
plásmido pCAT1 (Figura 5-15A), el producto de esta digestión se ligó en pMV261 cortado 
con PstI y HindIII (Figura 5-15B). La reacción de ligación se realizó variando las 
relaciones molares vector:inserto (1:1, 1:2 y 1:3), como se observa en la figura 5-15C, las 
tres relaciones molares dieron productos de PCR positivo (663 pb) y los controles 
negativos no amplificaron ningún producto. 
 
Figura 5-15: Gel de agarosa al 1% de la digestión de A) pCAT1 con PstI-HindIII-PvuII, B) 
pMV261 con PstI-HindIII. C) PCR sobre la reacción de ligación entre el inserto de pma1 y 
el vector pMV261. Marcador de peso molecular (MPM): GeneRuler 1kb ADN Ladder 
(Thermo Scientific).  
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12 recombinantes de pCAT3 transformado en E. coli DH5α se analizaron por PCR, de los 
cuales, 6 dieron positivo; sin embargo, solo se extrajó plásmido y se hizo PCR de 
comprobación de una de ellas (colonia 6, Figura 5-16) debido a que las otras 5 colonias 
crecieron al segundo día de la transformación. En la figura 5-16 se observa un carril 
marcado como pMV261 el que corresponde a una PCR sobre el vector sin inserto, esto 
con el fin de evitar falsos positivos, pues los oligonucleótidos tenían la capacidad de 
anillar sobre el plásmido sin inserto. A continuación, el recombinante se mapeó con 
enzimas de restricción (Figura 5-17). 
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Figura 5-16: Gel de agarosa al 1% de la PCR de comprobación de la colonia que 
contiene el recombinante pCAT3, PCR fragmento corto (663 pb), PCR fragmento largo 
(2507 pb). C-: control negativo. Marcador de peso molecular (MPM): GeneRuler 1kb ADN 
Ladder (Thermo Scientific). 
 
 
El análisis de restricción de la colonia 6 con las enzimas BglII (corta 3 veces, 3917 pb, 
2233 pb y 1142 pb), NotI (corta 2 veces, una en el inserto y otra en el vector generando 
fragmentos de 5200 pb y 2092 pb), XbaI (corta 2 veces, 5409 pb y 1883 pb), XhoI (corta 
2 veces, 5033 pb y 2259 pb) y PstI-HindIII (libera el inserto de 2816 pb) mostró la 
identidad del recombinante pCAT3 dentro de las células de E. coli DH5α (Figura 5-15). 
Por otro lado, el resultado de la secuenciación de pCAT3 con los oligonucleótidos pMV 
comp up y pMV comp down confirmó la integridad del recombinante; también se observó 
que el gen pma1 se encontraba en marco de lectura con el ATG del vector pMV261 y a 
su vez conservando el codón de inicio y de parada de la proteína, demostrando que 
pCAT3 estaba listo para ser transformado en células de M. smegmatis (Anexo A-4). 
 
663 pb 
2507 pb 
C
6 
 
pM
V
26
1 
B
 
M
P
M
  
C
6 
 
pM
V
26
1 
B
 C
- 
M
P
M
  
C
ol
on
ia
 6
 
pM
V
26
1 
C
- 
C
ol
on
ia
 6
 
pM
V
26
1 
663 pb 
2507 pb 
C
6 
 
pM
V
26
1 
B
 
M
P
M
  
C
6 
 
pM
V
26
1 
B
 C
- 
M
P
M
  
C
ol
on
ia
 6
 
pM
V
26
1 
C
- 
C
ol
on
ia
 6
 
pM
V
26
1 
500 
750 
500 
3000 
2000 
108 Clonación, sobreexpresión y determinación de la especificidad iónica de Pma1, 
una posible Na+/K+ ATPasa de Mycobacterium smegmatis 
 
 
Figura 5-17: Gel de agarosa al 1% del mapeo con enzimas de restricción del plásmido 
recombinante pCAT3. Marcador de peso molecular (MPM): GeneRuler 1kb ADN Ladder 
(Thermo Scientific). 
 
 
Finalmente, el plásmido recombinante pCAT3 fue extraído de las células de E. coli DH5α 
transformadas, y electroporado en células de M. smegmatis mc2155 para establecer un 
sistema de expresión homólogo (Figura 5-18A). Como se observa en la figura 5-18B, de 
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12 colonias crecidas y resistentes a Km, 9 fueron positivas sobre una PCR de 
comprobación en hervido (banda 663 pb). 
 
Figura 5-18: A) Células de M. smegmatis mc2155 transformadas con el plásmido pCAT3. 
B) Gel de agarosa al 1% de la PCR de confirmación sobre 12 colonias de M. smegmatis 
resistentes a Km (9 colonias contienen el plásmido pCAT3), B: Control negativo de PCR. 
Marcador de peso molecular (MPM): GeneRuler 1kb ADN Ladder (Thermo Scientific). 
 
 
En resumen, se construyeron los dos constructos para la expresión de la proteína Pma1, 
tanto en un sistema heterólogo (E. coli TOP10) como en un sistema homólogo (M. 
smegmatis mc2155). 
 
5.5 Expresión de Pma1 en E. coli TOP10 
La expresión usando el sistema pBAD-A es regulada por el promotor araBAD, el que a su 
vez está regulado positiva y negativamente por el producto del gen araC, un regulador 
transcripcional dimérico que forma un complejo con L-arabinosa (Figura 5-19A). En 
ausencia de arabinosa, el dímero AraC entra en contacto con los sitios I1 y O2 del 
operón araBAD formando un loop de 210 pb en el ADN (Figura 5-19B). Cuando la L-
arabinosa se une a AraC, esta proteína sufre un cambio conformacional, provoca la 
liberación del sitio O2 y se une al sitio I2, adyacente a I1 (Figura 5-19C). De esta forma 
se permite la interacción de la ARN polimerasa para que la transcripción inicie [204, 205].
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Figura 5-19: Regulación del promotor araBAD por L-arabinosa. A) Estructura dimérica de 
AraC. B) Regulación del promotor en ausencia de L-arabinosa. AraC está en contacto 
con los sitios I1 y O2 del operón araBAD formando un loop de 210 pb en el ADN. C) 
Regulación del promotor en presencia de L-arabinosa. AraC se une al sitio I2, adyacente 
a I1 [204].  
 
 
Para este ensayo se realizaron pruebas variando la concentración de L-arabinosa, y el 
tiempo de inducción. Inicialmente se probaron 5 concentraciones diferentes de L-
arabinosa (2%, 0,2%, 0,02%, 0,002% y 0,0002%, concentración final) y después se 
variaron los tiempos de inducción durante 0h, 1h, 2h, 4h y 6h en cada una de las 
concentraciones. Se encontró que la mejor concentración para la inducción era 0,02% de 
L-arabinosa, concentración que se utilizó para poner a punto los tiempos de inducción 
(Figura 5-20A). Bajo estas condiciones se observó una banda ligeramente intensa a una 
altura de 99 kDa (incluido el péptido adicionado en el N-terminal: MDPSSRSA) a las 6 h 
de inducción en E. coli; sin embrago, a esta altura también se observaron bandas de 
tamaño similar en los controles negativos (E. coli cepa silvestre y transformada con 
pBAD-A) muy seguramente debido a proteínas propias de la bacteria que dificultaron la 
interpretación del experimento; por esta razón se decidió realizar de forma paralela un 
perfil transcripcional del gen pma1 mediante PCR en tiempo real (Figura 5-20B). La 
expresión de la proteína recombinante se realizó en la cepa E. coli TOP10 debido a que 
esta es incapaz de metabolizar L-arabinosa, es decir, se puede asegurar una 
concentración final sin perdidas por consumo. Pma1 al ser una proteína de membrana 
con 10 dominios transmembranales, su traducción y plegamiento se pueden ver 
disminuidos y retrasados en comparación a las ATPasas tipo P de E. coli, como muy 
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probablemente ha sucedido en nuestro experimento. Además muchas proteínas de 
membrana cuando son expresadas de forma heteróloga, disminuyen el fitness de la 
bacteria, lo que en muchas ocasiones puede llevar a la letalidad de la misma, impidiendo 
de esta forma obtener una cantidad de proteína apreciable. 
 
Los resultados de la PCR en tiempo real mostraron que el mejor tiempo de inducción 
para la proteína Pma1 era de 2 horas, ya que a este tiempo se presentó la mayor 
cantidad de transcrito, que se supone será traducido, con respecto a los demás tiempos y 
al calibrador. Por otra parte, al tratarse de una expresión heteróloga se debe tener 
presente que el calibrador no puede ser la cepa silvestre pues esta no tiene en su 
genoma el gen de interés (pma1). Para solucionar este problema, se utilizó entonces 
como calibrador el recombinante pCAT2 a las cero horas de inducción (justo antes de 
adicionar L-arabinosa). Como normalizador se utilizó el gen ARNr 16S de E. coli, el que 
no sufre ningún cambio durante los tratamientos, es decir, es un gen constitutivo ideal 
para los ensayos de PCR en tiempo real. Es posible que a las 2 h de inducción, la 
cantidad de transcrito sea mayor, sin embargo, esto no asegura que se traduzca el 100% 
a proteína, esto podría explicar parcialmente el porque en el gel de SDS-PAGE solo a las 
6 h de inducción se observa una cantidad apreciable de proteína, lo que mas bien podría 
ser producto de la acumulación de proteína durante todo este tiempo de inducción.  
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Figura 5-20: A) Gel de SDS-PAGE al 10% de lisados celulares de E. coli TOP10 
(silvestre, transformada con pBAD-A y con pCAT2), MPM: Thermo Scientific PageRuler 
Plus Prestained Protein Ladder [206]. B) Ensayo de PCR en tiempo real para la 
determinación del tiempo óptimo de inducción con 0,02% de L-arabinosa para la 
expresión de la proteína Pma1 en el vector pBAD-A-Myc-His. 
 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, se decidió utilizar 2 horas de 
inducción con 0,02% de L-arabinosa (concentración final) para las células de E. coli 
transformadas con pCAT2; este tiempo de inducción aseguraría un balance entre niveles 
de expresión aceptables de la proteína y cultivos todavía en fase exponencial de 
crecimiento, lo que debería producir un efecto en la actividad ATPasa de la membrana 
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plasmática mediada por la proteína Pma1. No se utilizaron células con 6 horas de 
inducción (banda más evidente en el gel de SDS-PAGE) debido a hallazgos previos de 
nuestro grupo de investigación los que indican que a mayor tiempo de inducción con L-
arabinosa, las células disminuyen su tasa de crecimiento, llegando a la fase estacionaria 
mucho más rápido, generando un aumento en el porcentaje de muerte celular de los 
cultivos [207]. 
 
5.6 Expresión de Pma1 en M. smegmatis mc2155 
La expresión de Pma1 se analizó también en células de M. smegmatis transformadas 
con pCAT3. Como se observa en la figura 5-21A, se presentó una ligera expresión de la 
proteína a las 6 h de inducción, que se evidencia como una banda tenue de 
aproximadamente 99 kDa teniendo presente el péptido añadido en el N-terminal 
(MAKTIADP) por el vector pMV261. Sin embargo, al no obtener un resultado 
explícitamente claro en el análisis de SDS-PAGE, se realizó sin embargo un análisis 
transcripcional del gen pma1 en el recombinante pCAT3, mediante PCR en tiempo real 
(Figura 5-21B) utilizando como normalizador el gen ARNr 16S de M. smegmatis y como 
calibrador la cepa silvestre. La inducción se realizó bajo el promotor Hsp60 (promotor de 
choque térmico [183]) a 45ºC durante 0h, 1h, 3h y 6h. Se observó que existe un aumento 
de los transcritos de pma1 hasta las 3 h de inducción; al igual que lo observado en E. 
coli, a las 6 horas hubo disminución de transcritos posiblemente debido a la muerte 
celular, especialmente producida por el estrés generado con el aumento de la 
temperatura. Hay que tener presente que la expresión de proteínas de membrana, y en 
especial de ATPasas tipo P de micobacterias, es mucho menor comparado por ejemplo 
con la expresión de proteínas involucradas en el metabolismo o en la virulencia [208]. 
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Figura 5-21: A) Gel de SDS-PAGE al 10% de lisados celulares de M. smegmatis 
(silvestre, transformada con pMV261 y con pCAT3), MPM: Thermo Scientific PageRuler 
Plus Prestained Protein Ladder [206]. B) Ensayo de PCR en tiempo real para la 
determinación del tiempo optimo de inducción de la proteína Pma1 en el vector pMV261 
inducida por choque térmico a 45ºC. 
 
 
Los resultados del ensayo anterior fueron de utilidad para determinar el tiempo óptimo de 
sobreexpresión de la proteína Pma1, resultado que se utilizaría en los ensayos de 
actividad ATPasa en membrana plasmática de M. smegmatis (3 horas a 45ºC). 
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5.7 Efecto de Pma1 en la tolerancia de M. smegmatis a 
concentraciones tóxicas de metales 
alcalinos/alcalinotérreos 
Los ensayos de toxicidad se realizaron para evaluar el efecto de la concentración de 
diferentes metales alcalinos/alcalinotérreos en la viabilidad celular de M. smegmatis, 
transformado con el plásmido pMV261 y transformado con el recombinante pCAT3; para 
ello se utilizó el método de coloración con resazurina, la que se reduce con el crecimiento 
celular virando de un color azul-purpura (resazurina) a un rosa intenso (resorufina) en el 
medio de cultivo.  
 
La Figura 5-22 muestra los resultados de los ensayos de toxicidad usando los posibles 
sustratos metálicos que podrían ser transportados por Pma1. Se observó que el 
recombinante pCAT3 en M. smegmatis muestra mayor tolerancia a concentraciones altas 
de Na+ y K+ con respecto a los controles. También se observó que la concentración 
mínima inhibitoria mostrada por el Na+ (1400 mM) es menor que la observada para 
cultivos suplementados con K+ y con la mezcla Na+/K+ (1550 mM) en células expresando 
Pma1 recombinante. Es muy probable que se produzca una disminución en la viabilidad 
celular generada por el aumento en la concentración de Na+ y la sobre-activación de los 
intercambiadores de Ca2+, lo que genera un mayor estrés que en consecuencia lleva a la 
muerte celular. Adicional a lo anterior, también se pudo observar que la proteína 
recombinante le proporciona tolerancia a la micobacteria para crecer a altas 
concentraciones de la mezcla Na+/K+ con respecto a los controles (Tabla 5-7); ya que en 
este caso, al estimular específicamente la bomba con los dos iones (Na+ y K+), se 
presenta una alta tasa de transporte típica de las Na+/K+ ATPasas. 
 
En cuanto al efecto del Ca2+ en la viabilidad celular, se observa que las células son más 
sensibles a concentraciones elevadas de este metal en comparación a los otros metales 
alcalino/alcalinotérreos, lo que concuerda con lo observado en otros trabajos, pues este 
es uno de los iones más controlados al interior celular, y se encuentra presente en muy 
bajas concentraciones. En la figura 5-22D se ve como las tres cepas de M. smegmatis 
son viables a concentraciones por debajo de los 400 mM de Ca2+. El recombinante 
pCAT3 no genera ninguna tolerancia en las células de M. smegmatis cuando son 
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estresadas con Ca2+. Este fenómeno podría explicarse debido principalmente a la baja 
tasa de recambio que presentan las Ca2+ ATPasas en comparación con las Na+/K+ 
ATPasas [209]; se sabe que las Ca2+ ATPasas son mas afines por los iones Ca2+, es 
decir, su movimiento a través del dominio de transporte es mas lento y de esta forma su 
capacidad frente a concentraciones sub-letales se ve disminuida. 
 
Figura 5-22: Reducción de resazurina a resorufina por células viables de M. smegmatis 
[210]. Ensayos de toxicidad frente a diferentes metales alcalinos/alcalinotérreos en 
células de M. smegmatis mc2155 sobreexpresando Pma1. Las graficas muestran la 
viabilidad bacteriana frente diferentes concentraciones de metales 
alcalinos/alcalinotérreos A) Na+, B) K+, C) Na+/K+, y D) Ca2+. Este ensayo se hizo 
mediante el método de la resazurina, comparando la capacidad de reducir este 
compuesto por parte de la cepa transformada con pCAT3 respecto a las cepas control 
(silvestre y transformada con pMV261). Ensayo realizado por duplicado. 
Resultados y discusión de resultados 
 
117 
 
 
 
118 Clonación, sobreexpresión y determinación de la especificidad iónica de Pma1, 
una posible Na+/K+ ATPasa de Mycobacterium smegmatis 
 
 
 
Tabla 5-7: Valores de concentración mínima inhibitoria en células de M. smegmatis 
mc2155 (cepa silvestre, transformada con pMV261 y con pCAT3) determinados mediante 
el método de la resazurina. 
Concentración Mínima Inhibitoria 
  Na+ K+ Na+/K+ Ca2+ 
M. smegmatis (wt) 1250 mM 1400 mM 1400 mM 550 mM 
M. smegmatis (pMV261) 1250 mM 1400 mM 1400 mM 550 mM 
M. smegmatis (pCAT3) 1400 mM 1550 mM 1550 mM 550 mM 
 
Basados en los resultados de viabilidad celular, también se decidió estudiar el efecto que 
genera en la transcripción de pma1, el cultivar células de M. smegmatis (cepa silvestre) 
bajo concentraciones sub-letales de estos metales.  
 
En la figura 5-23, se muestra la transcripción del gen pma1 al ser estimulado de forma 
individual con los 3 metales alcalinos/alcalinotérreos (Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+) utilizados en 
los ensayos de viabilidad celular. Es importante resaltar que en la técnica de PCR en 
tiempo real, los valores de Cq de las muestras analizadas para cada gen (pma1 y ARNr 
16S) fueron analizados usando el mismo valor de “treshold” que se uso para analizar la 
curva de eficiencia (7,860 y 19,980, respectivamente), las que fueron realizadas sobre la 
mezcla de ADNc a estudiar, pues de esta forma se contempla perfectamente la matriz de 
fondo. Es evidente que tanto el Na+, el K+ y el Ca2+ estimulan entre 5 y 7 veces la 
transcripción del gen pma1, sin embargo, la mezcla Na+/K+ solo logra estimular 2 veces la 
transcripción de este gen con respecto al control (crecimiento celular en ausencia de 
iones metálicos). 
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Figura 5-23: Ensayo de PCR en tiempo real a partir de ARN extraído de células de M. 
smegmatis (cepa silvestre) cultivadas en presencia o ausencia de metales 
alcalinos/alcalinotérreos. Se usaron concentraciones sub-letales de cada metal (Na+ 1100 
mM, K+ 1100 mM, Na+/K+ 1100 nM y Ca2+ 400 mM). Se utilizó como gen de referencia 
ARNr 16S de M. smegmatis y como calibrador la cepa de M. smegmatis sin estimular con 
metales. Este resultado corresponde a dos ensayos realizados de forma independiente. 
Se realizó una cuantificación relativa usando el método de Pfaffl [189, 190]. 
 
 
De acuerdo a los resultados anteriores se podría sugerir que posiblemente Pma1 sea 
capaz de transportar de forma promiscua cualquiera de los iones (Na+, K+, Na+/K+ o Ca2+) 
cuando está sometida a condiciones de estrés. Por ejemplo, se puede observar como los 
iones Ca2+ son capaces de estimular la transcripción del gen pma1, posiblemente debido 
al estricto control realizado por las células cuando este metal se encuentra a altas 
concentraciones, además es importante resaltar que el eflujo de Ca2+ es dependiente del 
influjo de K+ y el eflujo de Na+, cuando no existen estos metales, el contenido de Ca2+ 
intracelular aumenta, por lo que se activan las bombas que expulsan este metal [15]. Por 
ello, teniendo en cuenta lo obtenido hasta este punto de la investigación, en especial, los 
estudios bioinformáticos realizados, se podría asumir que Pma1 es una posible Ca2+ 
ATPasa similar a SERCA (P2A), es decir, esta seria capaz de unir dos iones Ca2+ 
citosólicos para expulsarlos de la célula y así mantener su gradiente de concentración 
1000 veces menor dentro de la célula con relación al espacio extracelular. Similar a lo 
ocurrido con los iones Ca2+, al estresar la bacteria con iones Na+ o K+, se observa un 
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aumento en la transcripción de Pma1, posiblemente debido a que la proteína es capaz de 
unir y transportar Na+ o K+; para el Na+, este metal podría ubicarse en los espacios que la 
Ca2+ ATPasa usa para cootransportar los protones, lo que hace parte de este mecanismo 
particular de transporte. Los iones Na+ también podrían unirse en los dos sitios de unión 
a Ca2+, debido a su radio iónico similar [118], es decir puede funcionar como un 
intercambiador Na+/Na+ o Na+/H+ consumiendo energía en forma de ATP [211, 212], lo 
que induciría a la activación de los canales dependientes de Na+ por la depleción 
intracelular lo que generaría su eflujo de la célula, incrementando el calcio intracelular y 
por ende el Na+ que debe ser liberado [15]. En cuanto al K+, este ion presenta un radio 
iónico mayor que el Ca2+, sin embargo, los sitios de unión a Ca2+ se encuentran 
ligeramente separados en el dominio transmembranal, permitiendo que iones K+ se 
acomoden con facilidad en estos espacios transmembranales y sean transportados [209], 
por ende, cuando la ATPasa es estimulada solo con iones K+, esta tendría la capacidad 
de introducir 2 K+ en el citoplasma, liberando en el espacio extracelular 3 H+ ó 3 iones K+, 
manteniendo la electrogenicidad de la bomba [211–214]; además, es importante 
mantener la concentración de K+ elevada para que la célula no entre en apoptosis [15]. 
En contraste, la mezcla Na+/K+ estimula ligeramente la transcripción del gen pma1, ya 
que como se mencionó anteriormente, la proteína podría ubicar los iones K+ en los 2 
sitios de unión a Ca2+, y los iones Na+, podrían ubicarse en los espacios de los H+, ya que 
el Na+ es muy selectivo y solo puede ser remplazado por iones Li+ o H+ [209], o también, 
los iones Na+ pueden ubicarse en los sitios de unión para Ca2+ al tener como se 
menciono anteriormente un radio iónico similar y los iones K+ pueden también ocupar 
estos espacios cuando el Na+ sea liberado y la ATPasa presente menor afinidad por los 
iones Na+ y mayor afinidad por los iones K+ [118]. Por lo tanto, al estar presentes ambos 
iones, la bacteria activa de forma controlada la ATPasa equilibrando el medio intracelular 
del extracelular ya que su tasa de recambio es bastante alta y no presenta problemas 
para transportar dichos iones [211–213]; por ejemplo, en muchos casos se presenta una 
reducción en la actividad Na+/K+ ATPasa cuando se colocan niveles subletales de estos 
metales para que no se generen desequilibrios en los canales e intercambiadores de 
Ca2+ y para no alterar la relación de metales [15]. Por ello, se puede decir que la 
estequiometría de estas bomba es variable, dependiendo de los iones disponibles; sin 
embargo, en condiciones naturales el mecanismo de transporte implica un cootransporte 
[213]. 
Resultados y discusión de resultados 
 
121 
 
 
 
Con el ánimo de corroborar lo postulado anteriormente, se realizaron ensayos de 
actividad ATPasa en vesículas de membrana plasmática, para así conocer más sobre la 
especificad iónica de Pma1. 
 
5.8 Efecto de Pma1 en la viabilidad de E. coli TOP10 
El mismo ensayo de viabilidad utilizando células de M. smegmatis también se aplicó para 
analizar la influencia de Pma1 en la viabilidad de E. coli TOP10, esto con el fin de 
observar si la proteína expresada heterólogamente presentaba funcionalidad dentro de 
esta cepa para así conferirle alguna tolerancia frente a Na+, K+, Na+/K+ o Ca2+ como se 
observó para las células de M. smegmatis transformadas con el recombinante pCAT3; 
pues el fin último con el recombinante pCAT2 es purificar la proteína Pma1 expresada en 
células de E. coli utilizadas como modelo, reconstituirla en proteoliposomas y corroborar 
su especificidad iónica mediante medidas electrofisiológicas.  
 
Como se observa en la figura 5-24, en general las células de E. coli fueron mucho más 
sensibles a los metales que las células de M. smegmatis. Por ejemplo, las células 
transformadas con el recombinante pCAT2 mostraron tolerancia a concentraciones mas 
altas de Na+, K+ y Na+/K+ (850 mM, 850 mM y 950 mM, respectivamente) con respecto a 
los controles: cepa silvestre y transformada con pBAD-A (Tabla 5-8). Al igual que en las 
micobacterias, el Ca2+ es un metal muy regulado en células de E. coli, por ello, a 
concentraciones elevadas de este metal ninguna de las 3 cepas fue capaz de sobrevivir 
(Tabla 5-8). En este caso, cabe resaltar que las 3 cepas son mas resistentes a la mezcla 
Na+/K+ (800 mM) que a cada uno de estos metales por separado (750 mM), ya que al ser 
una bomba ligeramente electrogénica necesita de estos dos metales para su correcto 
funcionamiento y en especial para mantener una tasa de recambio eficiente [211–213]. 
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Figura 5-24: Ensayos de toxicidad frente a diferentes metales alcalinos/alcalinotérreos 
en células de E. coli TOP10 expresando Pma1 recombinante. Las graficas muestran la 
viabilidad bacteriana frente diferentes concentraciones de metales 
alcalinos/alcalinotérreos A) Na+/K+, B) K+, C) Ca2+, y D) Na+. Ensayo realizado mediante 
el método de la resazurina, comparando la capacidad de reducir este compuesto por 
parte de la cepa transformada con pCAT2 con respecto a las cepas control (silvestre y 
transformada con pBAD-A). Ensayo realizado por duplicado. 
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Tabla 5-8: Valores de concentración mínima inhibitoria en células de E. coli TOP10 (cepa 
silvestre, transformada con pBAD-A y con pCAT2) determinados mediante el método de 
la resazurina. 
Concentración Mínima Inhibitoria 
  Na+ K+ Na+/K+ Ca2+ 
E. coli TOP10 (wt) 800 mM 800 mM 850 mM 350 mM 
E. coli TOP10 (pBAD-A) 800 mM 800 mM 850 mM 350 mM 
E. coli TOP10 (pCAT2) 850 mM 850 mM 950 mM 350 mM 
 
En resumen, la ATPasa Pma1 posiblemente sea capaz de transportar iones Na+ y K+ con 
mayor velocidad respecto a los iones Ca2+ como en el caso de M. smegmatis, lo que le 
confiere mayor tolerancia frente a estos dos primeros metales. Además cabe resaltar que 
las células de E. coli en su genoma solo tienen 4 ATPasas tipo P, 2 de ellas de metales 
alcalinos/alcalinotérreos [130, 131], por ello la expresión de una bomba adicional podría 
ayudar en el proceso de desintoxicación y homeóstasis entre el medio intracelular y el 
extracelular.  
 
5.9 Pma1 esta relacionada con la actividad ATPasa en 
membrana plasmática de M. smegmatis 
El haber expresado Pma1 en membranas de micobacteria (Figura 5-25A), no implica 
necesariamente que la proteína esta embebida de una manera funcional. Para 
comprobar su funcionalidad se debe recurrir a estrategias experimentales como 
determinar la actividad ATPasa, es decir el transporte de sustratos a través de la 
membrana a expensas de la hidrolisis de ATP. 
 
El ensayo de actividad ATPasa se basa en la cuantificación de Pi liberado cuando la 
ATPasa tipo P transporta iones específicos a través de la membrana. Por lo tanto, una 
manera indirecta de determinar la especificidad de Pma1 expresada en membranas de 
micobacteria es determinar cuales iones estimulan en mayor proporción la actividad 
ATPasa (actividad específica), es decir, se produce mayor liberación de Pi. La 
estimulación de la actividad ATPasa específica de cada ion probado se llevó a cabo 
sobre vesículas de membrana plasmática de M. smegmatis mc2155 expresando Pma1 
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recombinante (cepa transformada con pCAT3), comparada con la actividad de la 
membrana de M. smegmatis mc2155 silvestre y transformada solo con el vector pMV261. 
Los iones utilizados para la estimulación de la actividad ATPasa específica fueron Na+, 
K+, Na+/K+, y Ca2+ (Figura 5-25B), que son los principales sustratos de las ATPasas tipo P 
transportadoras de metales alcalinos/alcalinotérreos y los que se evaluaron en los 
ensayos de viabilidad celular a concentraciones toxicas de matales 
alcalinos/alcalinotérreos.  
 
El ensayo de actividad se hizo a partir de vesículas de membrana nativas, las que 
además de la enzima recombinante contienen las proteínas propias de esta estructura 
celular. El fundamento del ensayo es colocar las vesículas de membrana en presencia de 
cada uno de los metales a ensayar, añadiendo el ATP para iniciar la reacción, utilizando 
como control de reacción una mezcla sin membrana para descartar contaminación de los 
reactivos. Se incluye un control de reacción sin ATP para observar el fosforo inorgánico 
que pudiera ser liberado por otras enzimas diferentes a las ATPasas, como por ejemplo 
fosfatasas. A partir de este último experimento se observó una actividad ATPasa similar 
entre la membrana sin ATP y el control sin membrana, por lo que los experimentos se 
continuaron solo con el control sin membrana, con el consiguiente ahorro de este 
material debido a lo extremadamente laborioso de su extracción. La actividad ATPasa 
asociada a Pma1 se calculó restando el valor obtenido entre vesículas de membrana de 
las células transformadas con pCAT3 y vesículas de membrana de células transformadas 
solo con el vector pMV261. 
 
Entre las vesículas de membrana sobreexpresando Pma1 y las vesículas control existen 
diferencias significativas en la actividad ATPasa al estimular con Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+ 
(7,754 ± 0,287 U/mg de proteína, 10,897 ± 0,226 U/mg de proteína, 11,730 ± 0,037 U/mg 
de proteína y 8,132 ± 0,028 U/mg de proteína respectivamente). Estos resultados 
sugieren que los cuatro metales son sustrato de Pma1, sin embargo, la actividad ATPasa 
fue estimulada en mayor proporción por Na+/K+ > K+ > Ca2+ > Na+, lo que podria ser una 
aproximación de la especificidad de Pma1 mayor hacia los iones Na+ y K+. 
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Figura 5-25: A) Gel de SDS-PAGE al 10% sobre vesículas de membrana de M. 
smegmatis, MPM: Thermo Scientific PageRuler Plus Prestained Protein Ladder [206]. B) 
Ensayo de actividad ATPasa dependiente de metales alcalinos/alcalinotérreos. La grafica 
muestra el valor de la actividad ATPasa específica estimulada por los siguientes iones: 
Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+ en una concentración de 10 mM, 100 mM, 10/40 mM y 30 µM 
respectivamente, (concentraciones promedio presentes en el citosol bacteriano y en el 
espacio extracelular). El ensayo se hizo sobre la membrana plasmática de M. smegmatis 
mc2155 cepa silvestre (Barras azules), transformada con pMV261 (Barras rojas), o con y 
pCAT3 (Barras verdes). Se realizaron dos experimentos independientes y en cada 
condición se hicieron medidas por triplicado, las barras de error corresponden a la 
desviación estándar de los datos. Se uso la prueba t de Student para evaluar las 
diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
 
 
Las vesículas de membrana de la cepa silvestre de M. smegmatis mc2155 presentaron 
una estimulación apreciable en la actividad ATPasa específica en presencia de todos los 
metales. Al ser una micobacteria ambiental, M. smegmatis posee diferentes 
transportadores específicos para cationes metálicos, entre ellos las ATPasas. Se ha 
descrito que M. smegmatis posee 6 ATPasas, entre ellas la anotada como transportador 
de metales alcalinos/alcalinotérreos, Pma1; desde este punto de vista se podría 
considerar que esta ATPasa se podría encargar de transportar cualquiera de estos 
metales (Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+) dependiendo las circunstancias a las que se deba 
enfrentar [126], debido a que presenta algún grado de afinidad por cada uno de ellos. 
Como se mencionó anteriormente, Pma1 conserva el motivo PEGL, motivo de unión a 
metales alcalinos/alcalinotérreos, por lo que tendría el potencial de transportar cualquiera 
de ellos. 
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Los resultados obtenidos en el ensayo de actividad ATPasa dependiente de metales 
alcalinos/alcalinotérreos soportan los resultados de toxicidad iónica, donde la 
sobreexpresión de Pma1 aumenta la viabilidad celular a altas concentraciones de los 
metales alcalinos/alcalinotérreos en estudio. Además, hay que tener presente que con el 
uso del BRIJ-58 se invierte la orientación de todas las membranas, es decir, hay una 
mayor configuración con la cara citosólica expuesta hacia el exterior (configuración cis) 
[215], que es contrario a la configuración natural en la célula (configuración trans), lo que 
supondría que Pma1 tomaría cada uno de los metales del medio de reacción y lo 
transportaría hacia el interior de la vesícula y por analogía en la célula nativa los estaría 
expulsando. En resumen, este tipo de detergentes a bajas concentraciones 
permeabilizan las membranas celulares y permiten exponer los sitios activos de unión del 
ATP al medio de reacción, lo que favorece la respuesta a los ensayos de actividad 
enzimática in vitro [216]. 
 
5.9.1 Parámetros cinéticos de Pma1 sobreexpresado en 
vesículas de membrana plasmática 
La actividad ATPasa en membranas de micobacteria expresando Pma1 recombinante 
(numeral 5.9) se estimó utilizando parámetros óptimos que se determinaron como se 
describe a continuación. Se buscó para la reacción las mejores condiciones de cantidad 
de enzima, cantidad de sustrato, tiempo de reacción, pH y temperatura. Así mismo se 
determinó la Km y la velocidad máxima usando Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+ a diferentes 
concentraciones como sustrato. Todos estos parámetros cinéticos fueron determinados 
considerando la actividad ATPasa asociada a Pma1, como la obtenida mediante la 
diferencia entre la actividad de membranas conteniendo Pma1 recombinante (M. 
smegmatis mc2155 transformada con pCAT3) y la de membranas extraídas a partir de 
células de M. smegmatis mc2155 transformadas solo con el vector pMV261. Por otra 
parte, no se determinó la actividad ATPasa tipo P específica usando como inhibidor 
vanadato de amonio debido a que este compuesto algunas veces actúa como inhibidor y 
otras como estimulador de la actividad ATPasa en membranas nativas.  
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§ Efecto de la cantidad de proteína de membrana 
En una reacción enzimática con exceso en la concentración de sustrato, la velocidad de 
reacción depende de la cantidad de enzima presente. En este caso se obtuvo la 
tendencia esperada tanto para Na+/K+ como para Ca2+ (Figura 5-26A y 5-26B 
respectivamente) actuando como sustrato, lo que significa un aumento en la actividad 
ATPasa al aumentar la cantidad enzima contenida en la membrana, hasta llegar a un 
valor máximo y constante, donde el sustrato se convierte en el reactivo limitante de la 
reacción. Se observó un valor máximo de actividad al utilizar 8 µg y 6 µg de proteína de 
membrana, al estimular la actividad con Na+/K+ y Ca2+ respectivamente. Para los ensayos 
con solo Na+ ó K+ como sustrato, se utilizó la cantidad óptima de proteína de membrana 
obtenida en el ensayo utilizando Na+/K+ como sustrato, en esta reacción se involucran 
ambos cationes, lo que posiblemente garantizaría una actividad óptima para cada uno de 
ellos. Al tratarse de vesículas nativas, la proteína presente en la reacción no es solo 
Pma1, para ello se hace necesario disponer de proteína purificada; sin embargo, se trata 
de una aproximación válida para este tipo de caracterizaciones [217, 218]. 
 
Figura 5-26: Efecto de la cantidad de proteína de membrana en la actividad ATPasa a 
partir de vesículas de membrana de M. smegmatis mc2155 enriquecidas con Pma1. Se 
utilizaron como sustrato, A) Na+/K+ y B) Ca2+. Se realizaron dos experimentos 
independientes y en cada condición se hicieron medidas por triplicado, las barras de error 
corresponden a la desviación estándar de los datos. Se usó la prueba t de Student para 
evaluar las diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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§ Determinación de la concentración óptima de sustrato 
Se determinó la concentración óptima de cada uno de los metales utilizados como 
sustrato, a partir vesículas de membrana de M. smegmatis cepa silvestre (Figura 5-27); 
es importante tener presente primero que los valores de Na+ deben ser muy bajos pues 
este metal a altas concentraciones actúa como un inhibidor de las ATPasas tipo P. En 
cuanto al Ca2+, al estar presente en tan bajas concentraciones en las condiciones 
normales de la célula [219], se utilizó la herramienta Ca-EGTA Calculator v1.3 con el fin 
de obtener concentraciones constantes y exactas de Ca2+ libre en la reacción. Esta 
herramienta utiliza constantes de Theo Schoenmakers' Chelator [220, 221], las que 
permiten calcular la cantidad de calcio total que se puede mezclar con EGTA (quelante 
de iones Ca2+) en la reacción. Para los ensayos con K+ y Na+/K+ se utilizaron 
concentraciones cercanas a las que se encuentran en el citosol de las células (Na+: 12 
mM y K+:140 mM) [219]. 
 
Figura 5-27: Determinación de la concentración óptima de sustrato (metales 
alcalinos/alcalinotérreos) en la actividad ATPasa usando 8 µg de proteína de membrana 
de M. smegmatis cepa silvestre, pH 7,4 y 30 minutos de reacción a 37ºC, condiciones 
reportadas en otros estudios desarrollados en nuestro grupo de investigación [222]. Se 
usaron estas condiciones como aproximación inicial para la determinación de los 
diferentes parámetros cinéticos estudiados. 
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De este ensayo se obtuvieron las concentraciones óptimas de cada uno de los sustratos; 
10 mM de Na+, 100 mM de K+, 10/40 mM de Na+/K+ y 30 µM Ca2+. Estas concentraciones 
se trabajaron durante todos los ensayos de actividad ATPasa subsecuentes, incluso para 
los ensayos en membrana plasmática de E. coli. 
 
§ Determinación del tiempo óptimo de reacción 
Es importante determinar el tiempo óptimo de reacción ya que permite conocer que tanto 
se conserva la actividad de la enzima con el tiempo. Se observó que Pma1 es una 
enzima muy activa, ya que como se muestra en la figura 5-28, entre 5 y 20 minutos la 
actividad enzimática es 5 a 7 veces menor que la actividad a los 30 minutos de reacción. 
También se observó que después de 30 minutos (45 y 60 minutos) la actividad 
enzimática se mantuvo ligeramente constante, es decir, por más tiempo que se deje la 
reacción, la enzima ya no estará disponible para el sustrato, o viceversa, el sustrato ya se 
habrá consumido y la enzima ya no tiene sustrato que transportar y por ende no hidroliza 
ninguna molécula de ATP, ni libera Pi. 
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Figura 5-28: Efecto del tiempo de reacción en la actividad ATPasa a partir de vesículas 
de membrana de M. smegmatis mc2155 enriquecidas con Pma1. Se realizaron dos 
experimentos independientes y en cada condición se hicieron medidas por triplicado, las 
barras de error corresponden a la desviación estándar de los datos. Se usó la prueba t de 
Student para evaluar las diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
 
 
§ Efecto del pH 
La Figura 5-29 muestra la variación de actividad ATPasa especifica estimulada por Na+, 
K+, Na+/K+ o Ca2+ en función del pH, a partir de vesículas de membrana de M. smegmatis 
mc2155 expresando Pma1 recombinante. Se encontró que la bomba Pma1 presenta un 
valor óptimo de actividad cuando la enzima se encuentra a un pH de 7,4. 
 
El valor obtenido de pH óptimo es cercano a la neutralidad, sugiriendo que el 
transportador es capaz de trabajar al pH intracelular de las bacterias [223, 224]. Durante 
la infección, el bacilo tuberculoso se expone a un pH medianamente ácido y a limitación 
de nutrientes [225–227], pero M. tuberculosis mantiene su pH intracelular neutro debido a 
la activación de sistemas de intercambio de protones por cationes, protón ATPasas y 
producción de macromoléculas citoplasmáticas que funcionan como reguladores de pH 
[223]. También se ha descrito que a mayor concentración de protones se disminuye la 
afinidad por iones Ca2+, fenómeno que quizás se pueda extrapolar a la afinidad por Na+ y 
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por K+ [213]. Por otro lado, existen residuos ácidos que a pH elevados ya no pueden 
ejercer su función y por ende se disminuye la actividad ATPasa; así mismo, hay que 
tener presente que deben existir cargas parciales negativas que estabilicen los iones 
deshidratados y a su vez reduzcan las fuerzas coulombicas en el interior fuertemente 
apolar de la transmembrana que se relaciona con el transporte [14]. Adicional a esto, a 
mayor pH, el intercambio de protones se disminuye junto con la actividad del 
transportador; sin embargo, en cada pH el transporte debe seguir siendo electrogénico 
[213]. En conclusión, se observa que el rango de pH en el que Pma1 es activa cubre 
tanto pH ácidos como básicos y esto es de esperarse debido a que M. smegmatis es una 
micobacteria ambiental y saprofita que suele enfrentar diferentes condiciones y debe 
estar lista para superarlas, en este caso, las ATPasas tipo P, incluida Pma1, 
posiblemente esten involucradas [228]. 
 
Figura 5-29: Efecto del pH en la actividad ATPasa a partir de vesículas de membrana de 
M. smegmatis mc2155 enriquecidas con Pma1. Se realizaron dos experimentos 
independientes y en cada condición se hicieron medidas por triplicado, las barras de error 
corresponden a la desviación estándar de los datos. Se uso la prueba t de Student para 
evaluar las diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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§ Efecto de la temperatura 
La temperatura en la que se presentó mayor actividad ATPasa estimulada por Na+, K+, 
Na+/K+ o Ca2+ en la membrana de micobacteria expresando Pma1 recombinante fue 
37°C (Figura 5-30). También se encontró cierta actividad de la enzima a temperaturas 
entre 37ºC y 60ºC, mostrando que la bomba es activa en un rango amplio de 
temperaturas. No se estimó actividad por encima de 60°C, ya que como es de esperarse, 
la desnaturalización de la proteína disminuiría notablemente su funcionamiento. Sin 
embargo, a temperatura ambiente (24ºC en este caso) y por debajo de esta, la actividad 
de la enzima se vio fuertemente disminuida posiblemente debido a la falta de energía 
para poder transportar cada uno de los metales y a la dificultad para realizar los cambios 
conformacionales necesarios para la translocación de cada metal [229, 230]. Se ha 
estudiado la relación entre la disminución de la estequiometria H+:Ca2+ con el aumento de 
la temperatura [213]. Waldeck y colaboradores estimaron que podría haber hasta dos 
recambios desacoplados por cada cinco recambios acoplados, lo que lleva a la 
translocación de Ca2+ y de H+. La bomba pura intercambia 1,9 protones por cada Ca2+, 
mientras que la existencia de canales hace disminuir esta relación a 1,4. La variación de 
la estequiometria puede ser explicada por un deslizamiento variable de la bomba, es 
decir, un recambio no catalítico para dar como resultado un desplazamiento del catión 
unido [213]. Al aumentar la temperatura se reduce la estequiometría de transporte del 
Ca2+ por debajo de 1, es decir, es muy difícil transportar este metal; por el contrario, a 
temperaturas entre los 12ºC y 37ºC presentan la mejor estequiometria y por ende la 
mejor actividad ATPasa [217]. Este comportamiento posiblemente se pueda extrapolar a 
los otros cationes. 
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Figura 5-30: Efecto de la temperatura en la actividad ATPasa a partir de vesículas de 
membrana de M. smegmatis mc2155 enriquecidas con Pma1. Se realizaron dos 
experimentos independientes y en cada condición se hicieron medidas por triplicado, las 
barras de error corresponden a la desviación estándar de los datos. Se uso la prueba t de 
Student para evaluar las diferencias estadísticamente significativas (p<0,05).  
 
 
§ Efecto de la concentración de sustrato y determinación de 
constantes cinéticas 
Las ATPasas tipo P utilizan tanto el ATP como el catión en particular como sustrato, por 
ello, cuando la concentración de ATP se encuentra por encima de la saturación de la 
enzima, la reacción enzimática solo va a depender de la variación en la concentración del 
metal transportado [143]. En el presente estudio se determinaron las constantes cinéticas 
de Pma1 haciendo uso de vesículas de membrana nativas enriquecidas con Pma1. 
 
La Figura 5-31 muestra la actividad enzimática en función de la concentración de Na+ y 
de K+, obteniendo en ambos casos una cinética no Michaelis-Menten. Es decir, la enzima 
no se satura a concentraciones elevadas del metal, sino que por el contrario se inhibe, 
deteniendo la hidrólisis de ATP y por ende la liberación de Pi. Debido a este hecho, es 
imposible linealizar este tipo de cinéticas, por ende fue imposible determinar el Km y la 
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Vmax para estos dos metales por separado. Además, también se ha planteado que al ser 
vesículas de membrana nativas, estas ATPasas pueden proceder de forma reversible 
sintetizando ATP, a partir de ADP y Pi producidos en los ciclos de reacción iniciales, 
cuando uno de los metales transportados no esta presente o su concentración es muy 
baja, presentándose una accesibilidad viable a los sitios de transporte de baja afinidad 
[231]. 
 
Figura 5-31: Efecto de la concentración de Na+ y de K+ en la actividad enzimática. La 
figura A muestra la cinética de reacción enzimática en función de la concentración de Na+ 
y la figura B muestra la cinética de reacción en función de la concentración de K+. En 
cada condición se hicieron medidas por triplicado, las barras de error corresponden a la 
desviación estándar de los datos. Se uso la prueba t de Student para evaluar las 
diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) de dos experimentos independientes. 
 
 
Por otro lado, las figuras, 5-32, 33, 34 y 35 muestran la actividad enzimática en función 
de la concentración de Na+/K+ (variando ambos metales), Na+/K+ (K+ constante), Na+/K+ 
(Na+ constante) y Ca2+, respectivamente, obteniendo en todos los casos una cinética del 
tipo Michaelis-Menten. Este hecho se confirmó al hacer la linealización por el método de 
Hanes-Woolf, obteniendo una curva con tendencia lineal para todos los casos [232]. Lo 
anterior sugiere que ambos grupos de metales (Na+/K+ y Ca2+) son capaces de modular 
la reacción enzimática a través de una cinética de Michaelis-Menten [233]. 
 
Para determinar las constantes cinéticas de Pma1 se empleó la ecuación de Hanes-
Woolf;  
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Donde, v es la velocidad de reacción enzimática (en este caso la actividad ATPasa tipo 
P), Vm velocidad máxima, [S] concentración de sustrato y Km constante de Michaelis-
Menten. 
 
Figura 5-32: Efecto de la concentración de Na+/K+ variando la concentración de Na+ y K+ 
en una relación 10/40 en la actividad enzimática. A) Cinética de reacción enzimática en 
función de la concentración de Na+ y K+. B) Linealización empleando el método de 
Hanes-Woolf para la determinación de Km y Vmax (54,98 ± 2,796x10-3 µM y 17,18 ± 
9,506x10-4 U/mg de proteína). En cada condición se hicieron medidas por triplicado, las 
barras de error corresponden a la desviación estándar de los datos. Se uso la prueba t de 
Student para evaluar las diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) de dos 
experimentos independientes. 
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Figura 5-33: Efecto de la concentración de Na+/K+ manteniendo constante la 
concentración de K+ (40 mM) en la actividad enzimática. A) Cinética de reacción 
enzimática en función de la concentración de Na+ manteniendo la concentración de K+ 
constante. B) Linealización empleando el método de Hanes-Woolf para la determinación 
de Km y Vmax (150,4 ± 9,709x10-3 µM y 17,48 ± 1,772x10-3 U/mg de proteína). En cada 
condición se hicieron medidas por triplicado, las barras de error corresponden a la 
desviación estándar de los datos. Se uso la prueba t de Student para evaluar las 
diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) de dos experimentos independientes. 
 
 
Figura 5-34: Efecto de la concentración de Na+/K+ manteniendo constante la 
concentración de Na+ (10 mM) en la actividad enzimática. A) Cinética de reacción 
enzimática en función de la concentración de K+ manteniendo la concentración de Na+ 
constante. B) Linealización empleando el método de Hanes-Woolf para la determinación 
de Km y Vmax (97,53 ± 1,998x10-2 µM y 12,34 ± 1,181x10-3 U/mg de proteína). En cada 
condición se hicieron medidas por triplicado, las barras de error corresponden a la 
desviación estándar de los datos. Se uso la prueba t de Student para evaluar las 
diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) de dos experimentos independientes. 
 
 
En las figuras 5-32, 33 y 34 se observa que las cinéticas usando Na+/K+ como sustrato 
son del tipo Michaelis-Menten, incluso, si se mantiene la concentración de un metal 
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constante o si se varían las concentraciones de los dos al mismo tiempo. En la figura 5-
32 es imposible diferenciar por cual de los dos metales se llega a la cinética de orden 
cero (saturación de la enzima), por ello la necesidad de realizar los otros dos 
experimentos manteniendo uno de los metales constante mientras el otro se varia. De 
estos experimentos se puede concluir que la cinética depende en mayor medida del ion 
Na+, pues este es mas selectivo por los sitios de unión y no puede ser remplazado por 
cualquier otro ion como se mencionó anteriormente, a diferencia de los iones K+, los que 
pueden ser remplazados por muchos otros iones monovalentes, divalentes e incluso 
compuestos orgánicos pequeños cargados positivamente [15]. Adicional a lo anterior, en 
la Tabla 5-9, se ve como manteniendo el Na+ constante, la afinidad por el transporte 
Na+/K+ aumenta a diferencia de lo que ocurre cuando se mantiene K+ constante, pues 
como se mencionó, el K+ puede ser ocupado por otros metales modificando la afinidad. 
Por otro lado, al mantener el K+ constante, se observa una Vmax mayor que al mantener 
el Na+ constante esto debido principalmente, a que los iones Na+ son mas selectivos y 
por ende la velocidad de intercambio será menor. Finalmente, se observa que al variar 
ambos metales (Na+ y K+), aumenta la afinidad de la bomba ya que se esta generando un 
gradiente especifico de ambos metales; además, la Vmax es igual que en el caso en que 
se mantiene constante la concentración de K+, lo que lleva a sugerir que la bomba es 
más dependiente del Na+ que del K+. 
 
Figura 5-35: Efecto de la concentración de Ca2+ en la actividad enzimática. A) Cinética 
de reacción enzimática en función de la concentración de Ca2+. B) Linealización 
empleando el método de Hanes-Woolf para la determinación de Km y Vmax (0,4643 ± 
5,773x10-2 µM y 8,503 ± 9,237x10-4 U/mg de proteína). En cada condición se hicieron 
medidas por triplicado, las barras de error corresponden a la desviación estándar de los 
datos. Se uso la prueba t de Student para evaluar las diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05) de dos experimentos independientes. 
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En la tabla 5-9 se resumen los parámetros cinéticos obtenidos variando la concentración 
de Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+ al aplicar la ecuación de Hanes-Woolf para su linealización. 
 
Tabla 5-9: Determinación de las constantes cinéticas mediante el método de Hanes-
Woolf usando como sustrato Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+. Desviación estándar determinada 
mediante la función de estimación lineal de Microsoft Excel. 
Metal alcalino/alcalinotérreo Km (µM) Vmax (U/mg de proteína) 
Na+ ----- ----- 
K+ ----- ----- 
Na+/K+ (K+ constante) 150,4 ± 0,009709 17,48 ± 0,001772  
Na+/K+ (Na+ constante) 97,53 ± 0,01998 12,34 ± 0,001181 
Na+/K+ 54,98 ± 0,002796 17,18 ± 0,0009506 
Ca2+ 0,4643 ± 0,05773 8,503 ± 0,0009237 
 
Los resultados mostrados en la tabla 5-9 indican que la enzima Pma1 presenta mayor 
afinidad por los iones Ca2+, aunque su capacidad de transporte frente a este metal es 
mas baja con respecto al transporte de iones Na+/K+, los que tienen una velocidad 
máxima 2,02 veces mayor, ya que el calcio al ser tan afin satura rápidamente la enzima 
alcanzando su velocidad máxima mucho mas rápido. Lo anterior se fundamenta en 
reportes realizados para la Ca2+ ATPasa de membrana plasmática, la que presenta un 
Km entre 100 y 200 nM (Pma1 estimulada con Ca2+ presenta una Km de 464,3 nM) pero 
su capacidad de transporte es muy reducida, pues este tipo de enzimas trabaja 
cooperativamente con otros sustratos [115]. Estos ensayos respaldan el comportamiento 
visto en los ensayos de intoxicación, ya que como se menciono anteriormente, frente a 
Ca2+ ninguno de los dos recombinantes genero resistencia, sin embargo, frente a Na+/K+, 
el recombinante permitió que ambas bacterias crecieran a concentraciones mas altas, y 
esto podría explicarse por la gran capacidad que tiene la enzima Pma1 de transportar 
Na+/K+ comparada con Ca2+. En base a esta tasa de recambio (200 veces para la Na+/K+ 
versus 30 veces para la Ca2+ a 37ºC) se puede observar como la actividad ATPasa es 
mayor para la mezcla Na+/K+ que para la estimulación con Ca2+, debido que existe mucha 
afinidad por los iones Ca2+, lo que disminuye la velocidad en la que la enzima puede 
captar iones y a su vez liberarlos en espacios opuestos a expensas de la hidrólisis de 
ATP [209]. 
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En base a todo lo observado anteriormente en membranas de M. smegmatis, se podría 
concluir que Pma1 es una Ca2+ ATPasa tipo P2A, la que en sus 2 sitios de unión a Ca2+ es 
capaz de ubicar dos iones Na+ (radio iónico similar) ó K+ (geometría de coordinación 
similar), adicional a esto, los 3 iones Na+ también pueden ubicarse en los sitios de unión 
a H+, y realizar un transporte activo utilizando ATP. 
 
Finalmente, las constantes cinéticas determinadas experimentalmente son valores 
relativos y aparentes [118],  ya que no se dispone de la proteína pura, sino de vesículas 
de membrana expresando Pma1 recombinante, las que contienen proteínas de 
membrana propias de M. smegmatis mc2155, lo que indirectamente puede afectar los 
valores de actividad. Cabe resaltar que para hacer una comparación apropiada entre 
enzimas se debe considerar su eficacia, la que se calcula con el parámetro cinético 
constante de recambio (Kcat), y este no fue determinado debido a que se desconoce la 
concentración de Pma1 en la membrana, sin embargo, se podría afirmar que a pesar de 
no conocer la concentración exacta de la proteína, todas las tendencias determinadas se 
podrían conservar. 
 
5.10 Actividad ATPasa en membrana plasmática de E. 
coli TOP10 
La compleja detección de Pma1 en las membranas de E. coli TOP10 (Figura 5-36A), 
podría inicialmente suponer que la proteína no esta expresada de manera funcional en la 
membrana plasmática. Para indagar un poco sobre esto, se estimó la actividad ATPasa 
en membrana plasmática obtenida a partir de células de E. coli recombinante e inducido, 
tal como lo hecho con la membrana plasmática de M. smegmatis. Esto con el fin de 
comparar si los experimentos se pueden realizar directamente en E. coli obviando la 
clonación y el trabajo con Micobacterias, el que resulta mucho más complicado; además, 
se pretende purificar la proteína y ver si esta conserva su actividad dentro de una cepa 
heteróloga. La estimulación de la actividad ATPasa específica para cada ión se llevó a 
cabo sobre vesículas de membrana de E. coli TOP10 expresando Pma1 (cepa 
transformada con pCAT2). La actividad determinada se comparó con la obtenida a partir 
de vesículas de membrana de E. coli TOP10 (cepa silvestre y transformada con el vector 
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pBAD-A). Los iones utilizados para la estimulación de la actividad ATPasa específica 
fueron Na+, K+, Na+/K+, y Ca2+ (Figura 5-36B). Además, se usaron todas las condiciones 
optimizadas en los ensayos con membrana de M. smegmatis (0,01-0,05% de BRIJ-58, 8 
µg de proteína de membrana, pH 7,41, 37ºC, 30 minutos de reacción, 10 mM de Na+, 100 
mM de K+, 10/40 mM de Na+/K+ y 30 µM de Ca2+). La actividad ATPasa asociada a Pma1 
se calculó restando el valor obtenido a partir de vesículas de membrana de la cepa 
transformada con pCAT2 y el valor obtenido a partir de vesículas de membrana 
obtenidas a partir de células transformadas con el vector pBAD-A. 
 
Figura 5-36: A) Gel de SDS-PAGE al 10% sobre vesículas de membrana de E. coli 
TOP10, MPM: Thermo Scientific PageRuler Plus Prestained Protein Ladder [206]. B) 
Ensayo de actividad ATPasa dependiente de metales alcalinos/alcalinotérreos. La gráfica 
muestra el valor de la actividad ATPasa específica estimulada por los siguientes iones: 
Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+ en una concentración de 10 mM, 100 mM, 10/40 mM y 30 µM 
respectivamente. El ensayo se hizo sobre la membrana plasmática de E. coli TOP10 
cepa silvestre (Barras azules), transformada con pBAD-A (Barras rojas) y pCAT2 (Barras 
verdes). Se realizaron dos experimentos independientes y en cada condición se hicieron 
medidas por triplicado, las barras de error corresponden a la desviación estándar de los 
datos. Se uso la prueba t de Student para evaluar las diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05). 
 
 
Las vesículas de membrana de la cepa silvestre de E. coli TOP10 presentaron una 
estimulación apreciable en la actividad ATPasa en presencia de todos los metales. Entre 
las vesículas de membrana expresando Pma1 y las vesículas control existen diferencias 
en la actividad ATPasa al ser estimulada con Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+ (3,854 ± 0,172 U/mg 
de proteína, 3,571 ± 0,493 U/mg de proteína, 3,414 ± 0,264 U/mg de proteína y 2,142 ± 
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0,353 U/mg de proteína respectivamente). Estos resultados sugieren que los tres metales 
son sustrato de Pma1, sin embargo, se observa que en E. coli esta proteína es 
estimulada en mayor proporción por Na+ > K+ > Na+/K+ > Ca2+, aunque los valores son 
muy cercanos entre ellos, por ejemplo, la actividad ATPasa es muy similar al estimular 
con Na+, K+ y Na+/K+.  
 
Como se encontró en los análisis en membranas plasmáticas de M. smegmatis, Pma1 en 
E. coli también fue capaz de transportar los 3 metales, sin embargo la actividad es mucho 
menor, quizás debido a que la proteína debe plegarse correctamente y embeberse en la 
membrana para desarrollar su función con éxito, y puede que en E. coli no se den las 
mejores condiciones para ello, además puede que el tiempo de inducción no haya sido 
suficiente para lograr una proteína funcional. 
 
Debido a lo anterior, se determinó la cantidad óptima de enzima para asegurar una 
actividad constante independiente de la cantidad de membrana, pero sin llegar a 
saturarla. Como se observa en la figura 5-37, a partir de 8 µg de proteína de membrana 
la actividad ATPasa se mantiene constante, tanto en el vector sin inserto como en el 
recombinante pCAT2 para los dos grupos de metales (Na+/K+ y Ca2+); es decir, en este 
sistema fue útil la misma concentración de membrana que para el sistema homólogo, sin 
embargo la actividad ATPasa es mucho mas reducida posiblemente debido a: (a) bajo 
nivel de expresión de la proteína Pma1, (b) plegamientos errados dentro de la cepa E. 
coli TOP10 lo que disminuyen su funcionalidad o (c) posiblemente el método de 
extracción afectó más la membrana de E. coli que la membrana de la micobacteria; ya 
que los ensayos de intoxicación permitieron observar que la cepa con el recombinante 
pCAT2 es mas tolerante a los metales alcalinos/alcalinotérreos, es decir, la proteína esta 
actuando en la membrana de E. coli. 
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Figura 5-37: Efecto de la cantidad de proteína de membrana en la actividad ATPasa a 
partir de vesículas de membrana de E. coli TOP10 enriquecidas con Pma1 estimuladas 
con A) Na+/K+ y B) Ca2+. Se realizaron dos experimentos independientes y en cada 
condición se hicieron medidas por triplicado, las barras de error corresponden a la 
desviación estándar de los datos. Se uso la prueba t de Student para evaluar las 
diferencias estadísticamente significativas (p<0,05).  
 
 
5.11 Pma1 puede ser una enzima multifuncional 
transportadora de metales alcalinos/alcalinotérreos 
en la membrana plasmática de M. smegmatis mc2155 
En resumen, Pma1 es una ATPasa tipo P capaz de transportar diferentes metales 
alcalinos/alcalinotérreos tanto en membrana plasmática de M. smegmatis como en E. 
coli. Este comportamiento multifuncional de Pma1 también se ha observado en otras 
ATPasas de M. smegmatis, por ejemplo, CtpD [TrEMBL: A0R3A7] es activada por Co2+ 
pero también es capaz de transportar Ni2+ y Zn2+ [126]. Sin embargo, teniendo en cuenta 
las actividades compartidas de las ATPasas de la membrana plasmática para conservar 
la homeostasis iónica celular, tampoco se puede descartar que esto sea debido a 
ATPasas codificadas por otros genes dentro de M. smegmatis mc2155. 
 
A partir de los análisis in silico, experimentos de intoxicación de células completas y la 
actividad ATPasa en membrana plasmática, se podría concluir que la ATPasa tipo P, 
Pma1, podría funcionar como una Ca2+ ATPasa tipo P2A, es decir podría transportar 2 
iones Ca2+ por 2-3 H+, y a su vez podría funcionar como una Na+/K+ ATPasa 
transportando 3 iones Na+ hacia el exterior e interiorizando 2 iones K+. También cabe 
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suponer que Pma1 se comportaría como una K+ ATPasa, interiorizando iones K+ a 
expensas de la liberación de H+ en contra del gradiente electroquímico, o una Na+ 
ATPasa expulsando 3 iones Na+ e interiorizando 2 iones Na+ o dos H+ en contra de su 
gradiente. Este tipo bombas difieren en gran medida en sus dominios transmembranales, 
aunque sus estructuras secundarias y terciarias se conservan [17]. 
 
El postulado anterior se podría basar en el hecho que la tasa de recambio de las Ca2+ 
ATPasas, la que es mucho menor en comparación a la tasa de las Na+/K+ ATPasas. 
También es importante destacar que estas bombas son ligeramente electrogénicas, ya 
que tratan de mantener un gradiente a través de la membrana [209]. Las Na+/K+ 
ATPasas son intrínsecamente mas fluctuantes que las SERCA Ca2+ ATPasas, además 
presentan dos ordenes de afinidad menor que la afinidad presentada por el Ca2+ en las 
SERCA ATPasas [209]. Una de las observaciones más sorprendentes realizadas sobre 
los dominios citoplasmáticos de las Na+/K+ ATPasas es que la pieza de cabeza no es tan 
compacta como en la SERCA1a, lo que podría estar relacionado con la diferencia en el 
número de recambio del ciclo de reacción. En las Na+/K+ ATPasas, el dominio N es 
menos inclinado (20º) hacia el dominio A, y sólo hay un vínculo entre ellos: un puente 
entre la Arg551 del dominio N y el Glu223 del dominio A. Esto facilitaría el rompimiento 
del enlace fosfato del ATP y con esto acelerar la apertura de la pieza de cabeza [209]. Es 
importante resaltar que la Na+/K+ ATPasa es poco selectiva por K+, la selectividad de este 
ion sobre el Na+ es de 20 a 30 veces [209].  
 
Finalmente, al asociar a Pma1 con una Ca2+ ATPasa, se podría decir que en esta 
enzima: (a) los iones se encuentran lado a lado con una distancia de 5,7 Å cerca de la 
mitad de la sección transmembranal de la proteína, (b) los sitios de unión de los iones 
están rodeados por el hélices transmembrana TMS4-TMS6 y TMS8, (c) las hélices TMS4 
y TMS6 se encuentran parcialmente desenrolladas para proporcionar una eficiente 
geometría de coordinación para los dos iones Ca2+, y (d) presentan una cavidad con una 
abertura más amplia, rodeada de TMS2, TMS4 y TMS6 la que se discute como una 
estructura de acceso en el lado citoplasmático. Finalmente, la salida de Ca2+ es probable 
que se encuentre en la zona rodeada por TMS3-TMS5 [14]. 
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6. Conclusiones y perspectivas 
 
6.1 Conclusiones 
El análisis bioinformático ha mostrado que solo existen 6 ATPasas tipo P en M. 
smegmatis mc2155, y que una de ellas esta clasificada como transportadora de metales 
alcalinos/alcalinotérreos, anotada como Pma1, la que comparte 47% de identidad en 
secuencia aa con la proteína CtpF de M. tuberculosis H37Rv, la que se ha demostrado 
esta implicada en la virulencia y viabilidad del bacilo tuberculoso, de ahí la importancia de 
su estudio [18, 129]. Análisis bioinformáticos adicionales de Pma1 realizados en la 
presente investigación mostraron que esta es una proteína con 10 dominios 
transmembranales, dos loops citoplasmáticos, y 9 motivos funcionales característicos de 
las ATPasas tipo P transportadoras de metales alcalinos/alcalinotérreos. En base al 
modelo terciario construido, se observaron los 5 dominios característicos de las ATPasas 
tipo P, además de la agrupación de las 6 transmembranas del dominio de transporte y las 
4 del dominio de soporte específico de clase. 
  
El gen pma1 de M. smegmatis fue amplificado, clonado y sobreexpresado usando el 
vector de expresión micobacteriano pMV261 el que contiene el promotor hsp60 que 
puede ser inducido por calentamiento, en este caso a 45ºC durante 3 horas. Este gen 
también fue expresado heterólogamente usando el vector de expresión pBAD-A-Myc-His 
en E. coli TOP10 el que presenta un promotor dependiente de L-arabinosa, usando como 
condiciones óptimas de inducción 0,02% de L-arabinosa durante 2 horas. 
 
Los ensayos de toxicidad mostraron que la cepa de M. smegmatis mc2155 expresando 
Pma1 recombinante permite una mayor tolerancia a concentraciones tóxicas de metales 
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alcalinos/alcalinotérreos (Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+) con respecto a las cepas control. 
Además M. smegmatis es mucho más tolerante a altas concentraciones de estos metales 
en comparación con E. coli TOP10 (silvestre y transformada con pCAT2 para expresar 
Pma1), esto quizás debido a su envoltura celular característica que le confiere además 
de hidrofobicidad, resistencia a diferentes sustratos cargados. 
 
La presencia de todos los iones estudiados (Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+) estimuló la actividad 
ATPasa de las vesículas de membrana tanto de M. smegmatis como de E. coli 
enriquecidas con Pma1, sugiriendo que la bomba podría comportarse principalmente 
como una bomba con actividad promiscua dependiendo del metal que este presente o se 
encuentre en mayor concentración, sin embargo, se encontró mayor estimulación al usar 
iones Na+ y K+. 
 
Los parámetros cinéticos de Pma1 recombinante expresada en membrana plasmática 
fueron determinados midiendo la actividad ATPasa producida por la bomba bajo 
diferentes condiciones. Se encontró que la enzima presenta una actividad óptima cuando 
en la reacción se utilizan 10 mM de Na+, 100 mM de K+, 10/40 mM de Na+/K+ y 30 µM de 
Ca2+, 0,01-0,05% de BRIJ-58, 8 µg de proteína de vesículas de membrana, un pH de 7,4, 
una temperatura de 37°C y un tiempo de reacción de 30 minutos.  
 
Se determinó la Km y la velocidad máxima de Pma1 usando como sustrato Na+/K+ (54,98 
µM y 17,18 U/mg de proteína) y usando como sustrato Ca2+ (0,4643 µM y 8,503 U/mg de 
proteína). Las cinéticas para el Na+ y el K+ no presentaron ningún tipo de cinética en 
particular y al realizar la linealización se determinó un valor de Km negativo (sin sentido 
biológico), sin embargo, los valores de Vmax eran positivos, lo que indicaría que la 
enzima tiene la capacidad de transportar estos dos metales, mas no es afín a ninguno de 
ellos cuando se encuentran en medios de reacción independientes. Se encontró mayor 
afinidad por los iones Ca2+ y mayor velocidad de transporte para los iones Na+/K+. 
 
Los resultados obtenidos en esta investigación pueden ser complementados con la 
caracterización funcional de la proteína Pma1 una vez purificada y reconstituida en 
proteoliposomas.  
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6.2 Perspectivas 
A corto plazo se pretende purificar la proteína Pma1 de M. smegmatis mc2155 clonada 
en el vector de expresión pBAD-A y reconstruirla sobre proteoliposomas. Hacer ensayos 
de actividad ATPasa dependiente de metales alcalinos/alcalinotérreos y de 
electrofisiología para contrastar y complementar los resultados obtenidos. 
 
A mediano plazo se pretende conocer con mayor detalle el papel y las características de 
Pma1 a través de la construcción de la cepa mutante defectiva en el gen pma1 dentro de 
la cepa M. smegmatis mc2155, con el fin de comprobar los resultados obtenidos en este 
trabajo y extrapolarlos a su ortólogo en M. tuberculosis H37Rv, la ATPasa tipo P CtpF. 
 
A largo plazo se espera que esta investigación contribuya al conocimiento de los 
mecanismos responsables del éxito del bacilo tuberculoso y en colaboración con otras 
líneas de investigación poder llegar al diseño racional de nuevos compuestos 
antituberculosos.
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Anexo A: Información de marcadores de peso 
molecular, plásmidos y recombinantes 
 
Figura A-1: Marcadores de peso molecular empleados a lo largo de la presente 
investigación. A) GeneRuler 1 kb ADN ladder. B) PageRuler Plus Prestained Protein 
Ladder de Thermo Scientific.  
 
 
 
  
A)    B) 
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Figura A-2: Plásmidos de clonación y expresión empleados a lo largo de la investigación.  
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Figura A-3: Mapeos de restricción in silico de los plásmidos recombinantes construidos 
en el presente trabajo.  
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Figura A-4: Alineamiento del resultado de secuenciación de pCAT2 y la secuencia 
esperada.  
 
El primer resultado es la secuencia obtenida al usar el oligonucleótido pBAD-A comp up: 
Los recuadros resaltan el codón de inicio del vector (ATG) y el oligonucleótido directo con 
el sitio de restricción PstI junto con el codón de inicio de la proteína Pma1 (GTG). 
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Figura A-5: Alineamiento del resultado de secuenciación de pCAT3 y la secuencia 
esperada.  
 
El primer resultado es la secuencia obtenida al usar el oligonucleótido pMV comp up: 
Los recuadros resaltan el codón de inicio del vector (ATG) y el oligonucleótido directo con 
el sitio de restricción PstI junto con el codón de inicio de la proteína Pma1 (GTG). 
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El segundo resultado es la secuencia obtenida al usar el oligonucleótido pMV comp 
down: 
Los recuadros resaltan el codón de parada de la proteína Pma1 (TAG) y el 
oligonucleótido reverso con el sitio de restricción HindIII. 
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Anexo B: Protocolos [234] 
Protocolo 1. Tinción diferencial de Ziehl-Neelsen: Se usa para identificar bacterias ácido-
alcohol resistente como las micobacterias.  
 
a. Preparar un frotis de cada una de las cepas micobacterianas a ensayar, sobre un 
portaobjetos. 
b. Fijar por calentamiento. 
c. Cubrir la preparación con unas gotas de fucsina fenicada filtrada.  
d. Calentar hasta emisión de vapores tres veces durante 5 min, sin permitir 
ebullición.  
e. Dejar enfriar y lavar con abundante agua.  
f. Cubrir durante 3 min con HCl al 3% en etanol.  
g. Lavar con agua.  
h. Cubrir con unas gotas de azul de metileno durante 1 min.  
i. Lavar con agua y dejar secar al aire.  
j. Observar al microscopio.  
 
Protocolo 2. Electroforesis de ADN. 
 
a. Disolver por calentamiento la cantidad adecuada de agarosa en el buffer TBE 
0,5X (entre 0,7% y 2,0%). 
b. Enfriar la agarosa hasta 55-60°C.  
c. Añadir 1,8 µL de HydraGreenTM. 
d. Verter la agarosa fundida sobre el molde y colocar inmediatamente el peine. 
e. Retirar cuidadosamente el peine y los tapones o cinta adhesiva. 
f. Colocar el gel en la cámara de electroforesis llena del buffer TBE 0,5X.  
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g. Mezclar las muestras de ADN con 0,2 volúmenes de buffer de carga 6X y sembrar 
en los pozos del gel. 
h. Conectar los electrodos y aplicar un voltaje constante entre 90 y 100 V durante 35 
a 60 min, dependiendo del tamaño del fragmento esperado.  
i. Visualizar el gel bajo luz UV (254 - 366 nm). Cuando se requiera extraer el ADN 
de un gel de agarosa se usa un kit de extracción de banda, siguiendo las 
instrucciones del proveedor. 
 
Nota: Se uso el marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb ADN ladder de Thermo 
scientific. 
 
Protocolo 3. Extracción de ADN genómico de micobacterias usando el método del 
CTAB-NaCl. 
 
a. Partir de 5 mL de cultivo de micobacteria crecido hasta fase logarítmica, 
centrifugarlo a 8500 rpm por 10 min. Se desecha el sobrenadante y se 
resuspende el pellet celular en 400 µL de solución TE 1X (25 mM Tris-HCl pH 8.0, 
10 mM EDTA).  
b. Transferir a un tubo eppendorf e inactivar a 85ºC por 10 min (20 min para cepas 
MDR).  
c. Adicionar 50 µL de lisozima 10 mg/mL y mezclar suavemente. Incubar a 37°C 
toda la noche.  
d. Agregar 72,5 µL de SDS al 10% y mezclar suavemente.  
e. Adicionar 2,5 µL de proteínasa K 20 mg/mL y mezclar suavemente. Incubar a 
65°C por 10 min.  
f. Agregar 100 µL de NaCl 5M y mezclar. Luego adicionar 100 µL de CTAB 
(precalentado a 65°C), mezclar suavemente e incubar a 65°C por 10 min. 
g. Adicionar 750 µL de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), mezclar con vortex 
durante 10 segundos y centrifugar durante 5 min a 13000 rpm.  
h. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo. Repetir la extracción con cloroformo-
alcohol isoamílico (24:1).  
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i. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo. Adicionar 1 volumen de isopropanol, 
mezclar suavemente por inversión e incubar a -20ºC durante 30 min. Centrifugar 
durante 15 min a 12000 rpm.  
j. Aspirar y descartar el sobrenadante. Adicionar 1 mL de etanol al 70% para lavar 
el pellet de ADN. Mezclar suavemente por inversión y centrifugar durante 5 min.  
k. Aspirar el sobrenadante y dejar secar el pellet al aire durante 15 min. 
Resuspender en 25 µL de H20 desionizada e incubar a 37°C para disolver el 
pellet. Guardar a -20°C.  
l. Cuantificar el ADN, y comprobar su integridad por electroforesis de ADN. 
 
Protocolo 4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
 
a. Agregar al tubo eppendorf (cuyo tamaño depende del termociclador a usarse) 
cada uno de los componentes en las cantidades que permitan alcanzar las 
concentraciones adecuadas en un volumen final de 25-30 µL el cual se ajusta con 
agua MQ. Las concentraciones finales de cada reactivo son: El buffer de la 
polimerasa 1X, la enzima polimerasa 1U, cloruro de magnesio 1,5 mM, dNTP’s 
100 µM, los cebadores 1 µM y el molde de ADN de 1 pg  a 1 ng.  
b. Mezclar exhaustivamente por pipeteo.  
c. Introducir en el termociclador y someter a un programa adecuado, que incluye 
generalmente: una denaturación inicial del molde (10 min a 94°C), 35 ciclos de 
reacción que constan de un paso de denaturación (30 s a 94°C), un paso de 
anillamiento (30 s al Tm de los oligonucleótidos), un paso de extensión (1 min por 
cada  1000 pb a 72°C) y una extensión final (10 min a 72°C).  
d. Analizar el producto por electroforesis. 
 
Nota 1: Para productos de tamaño mayor a 2000 pb se usa las enzimas Dream Taq 
Polimerasa, True start polimerasa de Thermo scientific. Para productos de menor tamaño 
ADN Taq polimerasa de Thermo scientific.    
 
Nota 2: Se debe incluir un control negativo, que es simplemente una reacción adicional 
con agua en lugar de ADN o agua en lugar de enzima.  
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Nota 3: Para realizar la PCR de colonia o de hervido, se prepara la reacción de PCR 
normal solo que en lugar de adicionar ADN en solución como molde, se puede: 1) Tomar 
con un aza estéril la colonia que se desea evaluar e introducirla en el eppendorf de la 
reacción; o 2) Partir de un cultivo líquido derivado de una colonia única, centrifugar 1 mL 
de cultivo, resuspender en 100 µL H2O y calentar a 85°C por 20 min (para micobacterias 
calentar durante 30 min), centrifugar nuevamente y tomar 2 µL de sobrenadante como 
ADN molde. 
 
Protocolo 5. Preparación de células competentes. 
 
§ Electrocompetentes: 
 
Es importante tener en cuenta que las células de E. coli y M. smegmatis deben ser 
mantenidas todo el tiempo en hielo, usar glicerol al 10% mantenido en hielo y centrifugar 
a 4°C. Para M. tuberculosis, las células, el glicerol al 10% con Tween 0,05% (usado en 
todo el procedimiento) y la centrifuga deben permanecer a temperatura ambiente. Esto 
con el fin de mejorar la eficiencia de la transformación. 
  
a. Preparar un cultivo hasta fase logarítmica en el medio adecuado teniendo en 
cuenta que 50 mL de cultivo inicial generan aproximadamente 20 alícuotas de 
células competentes. 
b. El cultivo es transferido a tubos de centrífuga. Para E. coli y M. smegmatis los 
tubos deben ser incubados previamente en hielo por mínimo 30 min. 
c. Las células son colectadas por centrifugación a 8500 rpm por 10 min; el 
sobrenadante es descartado cuidadosamente.  
d. Lavar las células con 1 volumen del cultivo inicial con agua desionizada para E. 
coli o glicerol al 10% para micobacterias, pipeteando suavemente o con golpes 
moderados.  
e. Centrifugar como en c; lavar las células con 1/2 del volumen inicial de cultivo con 
agua desionizada para E. coli o con glicerol al 10% para micobacterias. 
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f. Centrifugar como en c; lavar las células con 1/4 del volumen inicial de cultivo con 
glicerol al 10%.  
g. Centrifugar como en c; lavar las células con 1/8 del volumen inicial de cultivo con 
glicerol al 10%.  
h. Alicuotar las células (50 µL de E. coli, 100 µL de micobacterias). Usar 
inmediatamente ó guardar a -80°C (La células electrocompetentes es mejor 
usarlas en el menor tiempo posible).  
 
§ Termocompetentes: 
 
a. Preparar 25 mL de un cultivo hasta fase logarítmica de E. coli.  
b. Centrifugar en frio a 4100 rpm durante 10 min y eliminar sobrenadante. 
c. Resuspender el pellet en 10 mL de solución de MgCl2 80 mM-CaCl2 20 mM frio. 
d. Centrifugar en fría a 4100 rpm durante 10 min y eliminar sobrenadante. 
e. Resuspender el pellet en 1,4 mL de CaCl2 0,1 M frio. 
f. Alicuotar en 200 µL. Transformar inmediatamente.    
 
Nota: Si se quiere almacenar las células a -80°C se debe hacer el siguiente proceso 
antes de alicuotar: 
 
a. Adicionar 50 µL de DMSO estéril y agitar. 
b. Dejar en hielo durante 15 min. 
c. Adicionar otros 50 µL de DMSO estéril. 
d. Alicuotar en 200 µL y guardar a -80°C.  
 
Para utilizar se deben descongelar las células con la palma de la mano y ponerlas en 
hielo durante 10 min. Finalmente transformar. 
 
Protocolo 6. Transformación de células. 
 
§ Electroporación: 
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Al igual que en la preparación de las células, el procedimiento para E. coli y                     
M. smegmatis debe hacerse en hielo, por lo que las cubetas de electroporación deben 
ser pre-enfriadas y las mezcla mantenidas en hielo. En el caso de M. tuberculosis todo el 
procedimiento se hace a temperatura ambiente.  
 
a. Mezclar suavemente la alícuota de células con 2-4 µL del ADN a introducir (10-     
100 ng de ADN). El ADN debe ser previamente desalado para evitar corto 
circuito.  
b. Transferir la mezcla al fondo de la cubeta de 1 mm de diámetro e insertar en el 
electroporador.  
c. Pasar un pulso controlado de corriente:  
E. coli: 25 µF, 2,5 kV y 200Ω, entre 4 y 5 ms  
Micobacterias: 25 µF, 2,5 kV y 1000Ω entre 15-25 ms 
d. Tan pronto como sea posible, agregar a la cubeta 1 mL de medio de cultivo 
líquido a temperatura ambiente (SOC o LB para E. coli y 7H9-ADC Tween para 
micobacterias).  
e. Transferir a un Falcon de 15 mL e incubar a 37°C por 1 h para E. coli, 2 h para          
M. smegmatis y toda la noche para M. tuberculosis.  
f. El producto de transformación es plaqueado en el respectivo medio sólido 
suplementado con el antibiótico de selección (plaquear 100-200 µL). Incubar a 
37°C hasta obtener colonias.  
 
§ Termocompetencia: 
 
a. Mezclar 200 µL de células termocompetentes y el producto de ligación. 
b. Calentar a 42°C durante 90 s y rápidamente poner en hielo por 2 min. 
c. Agregar 800 µL de LB y transferir a un tubo estéril de 15 mL. 
d. Incubar a 37°C durante 1,5 h. 
e. Plaquear el producto (100-200 µL) en medio solido con el antibiótico de interés. 
Incubar a 37°C hasta obtener colonias. 
 
Protocolo 7. Extracción de ADN plasmídico. 
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a. Cultivar 50 mL de medio LB con E. coli o M. smegmatis a 37°C con agitación 
suplementado con el antibiótico adecuado. 
b. Centrifugar el cultivo a 8500 rpm durante 5 min. 
c. Desechar el sobrenadante con la ayuda de pipeta.  
d. Resuspender completamente el pellet en 400 µL de solución I fría.  
e. Añadir 800 µL de solución II, mezclar suavemente por inversión y mantener 
durante 5 min en hielo o hasta que se obtenga una solución viscosa debida a la 
lisis celular.  
f. Añadir 600 µL de solución III, mezclar por inversión e incubar durante 5 min o 
más en hielo hasta que se observe un precipitado blanco.  
g. Centrifugar a 8500 rpm por 30 min. Transferir la fase acuosa a un Falcon limpio. 
h. Añadir 2 volúmenes de etanol absoluto (aprox. 3600 µL) e incubar en hielo 
durante 1 hora mínimo y centrifugar a 8500 rpm por 15 min.  
i. Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 400 µL de TE 1X. 
Adicionar 400 µL de LiCl 5M e incubar a -20ºC durante 1 h, si se puede más 
tiempo mejor. Centrifugar a 8500 rpm por 15 min y transferir el sobrenadante a un 
eppendorf limpio. 
j. Adicionar 2 volúmenes de etanol absoluto (aprox. 1600 µL), mezclar e incubar 
durante 30 min o más en hielo. Centrifugar a 13000 rpm por 15 min y desechar el 
sobrenadante.  
k. Hacer dos lavados del pellet con 1 mL de etanol al 70% (Centrifugar a 13000 rpm 
por 5 min y desechar el sobrenadante).  
l. Secar el pellet y resuspender en 100 µL de agua desionizada estéril precalentada 
a 45°C. Guardar a -20°C.  
 
Nota 1: En la extracción de plásmido partiendo de la cepa de E. coli HB101 
(endonucleasa positiva) en el paso i. antes de adicionar el LiCl se agregan 20 µL de SDS 
10% y 3,2 µL de Proteinasa K 10 mg/mL, se incuba la mezcla durante 1 h a 37°C, y luego 
si se continua con la purificación usando el LiCl. 
 
Nota 2: Componentes de las soluciones de extracción de plásmido: 
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Solución I: Glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM (pH 8,0), y EDTA 10 mM (pH 8,0). 
Solución II: NaOH 0,2 N y SDS 1%. 
Solución III: Acetato de potasio 3 M y ácido acético glacial 2 M.  
 
Protocolo 8. Digestión y mapeo de ADN plasmídico con enzimas de restricción. 
 
§ Digestión: 
 
a. Mezclar por pipeteo el ADN a cortar en una concentración de 0,2-1 µg (por 
reacción), el buffer de la enzima a una concentración final de 1X, la enzima de 
restricción entre 1-10 U y la cantidad de agua necesaria para alcanzar el volumen 
final de 10 µL.  
b. Incubar 2 h a 37°C, en la mayoría de los casos, aunque existen enzimas con 
temperaturas óptimas de trabajo diferentes.   
c. Al finalizar el procedimiento es necesario inactivar las enzimas lo cual se logra 
calentando a 65°C durante 20 min (ver las condiciones del fabricante). 
d. Analizar el producto de digestión por electroforesis de ADN. 
 
Nota 1: En el caso de una doble digestión se usa el programa DoubleDigest de 
Thermoscientific para conocer y definir las condiciones de reacción.  
 
§ Mapeo: 
 
El mapeo de restricción permite determinar la secuencia de un ADN conociendo los sitios 
que reconocen las diferentes enzimas y los tamaños producidos. Para conocer las 
enzimas a seleccionar se usó el programa de construcción de plásmidos, llamado ApE (A 
Plasmid Editor). En el caso de las clonaciones lo ideal es usar enzimas que permitan 
diferenciar fácilmente entre el vector y el plásmido recombinante, es decir, que corten 
tanto en el inserto como en el vector. El protocolo es el mismo de una digestión con una 
sola enzima, pero el análisis consiste en usar varias enzimas por separado sobre un 
mismo ADN. 
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Protocolo 9. Determinación de secuencia de ADN. 
 
Para determinar la secuencia de ADN se contrató un servicio de secuenciación prestado 
por el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia. Los resultados de la 
secuencia fueron comparados con las secuencias consignadas en la base de datos 
NCBI, teniendo en cuenta las variaciones esperadas. 
 
Las muestras se prepararon según las especificaciones particulares del servicio de 
secuenciación. Generalmente: los plásmidos o productos de PCR se purificaron usando 
el kit AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit (Axygen), permitiendo un secado eficiente antes de 
eluir (para eliminar cualquier traza de etanol). Los plásmidos a secuenciar fueron eluidos 
con agua en lugar de buffer y la concentración se ajustó entre 30 y 100 ng/µL. 
 
Protocolo 10. Desfosforilación de ADN. 
 
a. Mezclar por pipeteo el ADN del plásmido digerido, buffer de la fosfatasa a una 
concentración final de 1X, 1 U de fosfatasa alcalina FastAP y agua necesaria para 
completar el volumen de reacción.  
b. Incubar durante 20 min a 37°C.  
c. Desactivar la enzima a 75°C durante 5 min.  
 
Protocolo 11. Ligación de ADN. 
 
a. Mezclar por pipeteo los fragmentos de ADN usando diferentes relaciones molares 
de vector e inserto (usando 10-20 fmoles de vector), calentar la mezcla a 45°C 
durante 5 min e inmediatamente enfriar.  
b. Adicionar el buffer de la ligasa a una concentración final de 1X, 1 U de T4 ADN 
ligasa y agua necesaria para completar el volumen de reacción de 20 µL.  
c. Incubar 10 min a 16°C.  
d. Incubar 10 min a 21°C.  
e. Incubar 30 min a 22°C.  
f. Incubar 10 min a 23°C.  
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g. Incubar 5 min a 70°C.  
h. Adicionar 2 volúmenes de etanol absoluto e incubar durante 15 min o más a -
20ºC. 
i. Centrifugar a 13000 rpm durante 10 min. 
j. Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con 2 volúmenes de etanol al 70%. 
k. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 min. 
l. Dejar secar y resuspender en 20 µL de agua desionizada. 
m. Proceder inmediatamente a la transformación.  
 
Nota: Los controles usado son: una mezcla de reacción sin inserto (Control de 
desfosforilación), una mezcla de reacción sin inserto y sin ligasa (Control de digestión), y 
una mezcla de reacción sin vector (Control de inserto, para ver si lo reactivos se 
encuentran contaminados). Se usa agua para sustituir los reactivos mencionados.  
 
Protocolo 12. Inducción de la sobreexpresión de proteínas clonadas en el vector pBAD-
A-Myc-His. 
 
a. Cultivar las células de E. coli recombinantes hasta fase exponencial.  
b. Incubar con 0,02% de L-arabinosa (concentración final) entre 2 y 4 horas.  
c. Recolectar las células por centrifugación a 8500 rpm por 10 min.  
d. Lavar el pellet 2 veces con en buffer PBS frío.  
e. Resuspender las células en buffer PBS frío (1/50 del volumen inicial de cultivo).  
f. Adicionar 500 µL de perlas de vidrio. 
g. Lisar las células en un Mini-BeadBeater durante 5 min a 4°C o 10 pulsos de 1 min 
enfriando a -20ºC entre cada pulso. 
h. Centrifugar a 15000 rpm para separar las perlas del sobrenadante. 
i. Adicionar BRIJ-58 1% (concentración final) y dejar 1 hora a 4ºC. 
j. Centrifugar a 25000 g y recuperar el sobrenadante. 
k. Cuantificar por el método de Bradford e igualar todos los extractos celulares a la 
misma concentración. 
l. Mezclar con un volumen de buffer de carga 5X (concentración final 1X).  
m. Calentar entre 55ºC y 65ºC durante 1 hora.  
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n. Agitar y luego centrifugar ligeramente.  
o. Analizar por SDS-PAGE.  
 
Protocolo 13. Inducción de la sobreexpresión de proteínas clonadas en el vector 
lanzadera pMV261. 
 
a. Cultivar las micobacterias recombinantes hasta fase exponencial.  
b. Incubar a 45°C durante 3 horas.  
c. Recolectar las células por centrifugación a 8500 rpm por 10 min.  
d. Lavar el pellet 2 veces con en buffer PBS frío.  
e. Resuspender las células en buffer PBS frío (1/50 del volumen inicial de cultivo).  
f. Adicionar 500 µL de perlas de zirconio. 
g. Lisar las células en un Mini-BeadBeater durante 5 min a 4°C o 10 pulsos de 1 min 
enfriando a -20°C entre cada pulso. 
h. Centrifugar a 15000 rpm para separar las perlas del sobrenadante. 
i. Adicionar BRIJ-58 1% (concentración final) y dejar 1 hora a 4ºC. 
j. Centrifugar a 25000 g y recuperar el sobrenadante. 
k. Cuantificar por el método de Bradford e igualar todos los extractos celulares a la 
misma concentración. 
l. Mezclar con un volumen de buffer de carga 5X (concentración final 1X). 
m. Calentar entre 55ºC y 65ºC durante 1 hora.  
n. Agitar y luego centrifugar ligeramente.  
o. Analizar por SDS-PAGE.  
 
Protocolo 14. Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida en condiciones 
denaturantes (SDS-PAGE). 
 
a. Ensamblar los vidrios de la cámara de electroforesis con los espaciadores.  
b. Preparar 10 mL de gel de poliacrilamida al 10% (para separar proteínas de entre 
20 y 120 kDa): mezclando 3,3 mL de la solución stock 29/1% acrilamida/bis-
acrilamida; 2,5 mL de buffer Tris/HCl 1,0 M (pH 8,8); 4,0 mL de agua destilada; 
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100 µL de SDS al 10%; 100 µL de persulfato de amonio al 15%; y al final 5 µL de 
TEMED.  
c. Agitar para mezclar y servir rápidamente el gel entre los vidrios y adicionar 
isopropanol para eliminar las burbujas. Cuando se polimerice el gel, remover el 
isopropanol y dejar secar.  
d. Preparar 4 mL del gel de concentración al 5% mezclando: 670 µL de la solución 
stock 29/1% acrilamida/bis-acrilamida, 500 µL de buffer Tris/HCl 1,0 M (pH 6,8), 
2,7 mL de agua destilada, 40 µL de SDS al 10%, 40 µL de persulfato de amonio al 
15% y al final 5 µL de TEMED.  
e. Agitar para mezclar y servir inmediatamente sobre el gel de separación.  
f. Insertar el peine evitando la formación de burbujas.  
g. Luego de que polimerice, remover el peine y adicionar isopropanol sobre cada 
pozo para eliminar las burbujas, dejar secar e introducir el gel en la cámara de 
electroforesis.  
h. Llenar la cámara con el buffer de electroforesis Tris-glicina (Tris 0,25 mM, glicina   
250 mM y SDS 0,1%). 
i. Mezclar 1 volumen de buffer de carga 5X y 4 volúmenes de muestra de proteína 
tratada como se menciono en los protocolos 12 y 13.  
j. Sembrar las muestras y correr el gel a 100 V entre 1 y 2 horas, hasta que el frente 
de corrido alcance el borde de los vidrios o se salga.  
k. Incubar el gel con agitación toda la noche con solución de fijado de proteínas  
l. Lavar 4 veces con agua o hasta recuperar el tamaño original del gel. 
m. Adicionar 30 mL de solución de Coomassie coloidal e incubar 1 h con agitación 
constante. 
n. Adicionar 300 µL de solución de Azul de Coomassie (Brilliant Blue G-250) 2% e 
incubar entre 48 y 72 horas. 
o. Lavar el gel con agua con agitación constante. 
p. Secar el gel sobre papel celofán frío.  
 
Nota 1: Componentes de las soluciones para tinción de geles de poliacrilamida: 
Solución de fijado de proteínas: Etanol 50%, ácido fosfórico 2% en agua) 
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Solución Coomassie coloidal: Etanol 18%, ácido fosfórico 2%, sulfato de amonio 15% en 
agua) 
Solución de Azul de Coomassie (Brilliant Blue G-250) 2%: Agregar etanol o metanol 
máximo hasta el 20% del volumen final. 
 
Protocolo 15. Determinación de concentraciones mínimas inhibitorias (MIC) usando 
resazurina como indicador de viabilidad celular. 
 
a. A partir de un cultivo de E. coli o M. smegmatis crecido en LB (cepa silvestre, 
cepa transformada con el plásmido y transformada con el recombinante), diluir 
hasta obtener un OD595 de 0,05 para cada uno de los cultivos. 
b. Decidir la concentración más alta de cada metal que se quiere ensayar. 
c. Se usan 6 columnas por cada metal (dos columnas por cada cepa). 
d. En cada columna, añadir 100 µL de LB a tantos pozos como concentraciones 
distintas de metal se quieran ensayar (máximo siete concentraciones, o sea, siete 
pozos). En la segunda fila (fila B), añadir 100 µL de la disolución del metal 4 M. 
Cambiar de punta, mezclar bien y pasar 100 µL al pozo de la fila siguiente y 
repetir esto hasta el octavo pozo, del que se eliminan 100 µL. (Nota: esto es para 
hacer diluciones a la mitad. Para otro rango de concentraciones, cambiar según 
corresponda) 
e. En la primera fila (fila A), 6 pozos serán los controles positivos de crecimiento (2 
por cada cepa) y los otros 6 pozos serán los controles de no crecimiento (2 por 
cada cepa). Se ponen 100 µL de LB pero no se añade metal. 
f. Inocular todos los pozos con 100 µL del cultivo diluido preparado anteriormente. 
g. Si queda algún pozo vacío en la placa, añadir 200 µL de agua destilada estéril. 
h. Tapar las placas e incubarlas a 37ºC: cuatro días para M. smegmatis y 4 horas 
para E. coli. 
i. Para E. coli, a las 4 horas y para M. smegmatis, al cuarto día de incubación, 
añadir 30 µL de solución de resazurina 0,01% (10 mg en 100 mL, es decir, 0.1 
mg/mL) previamente filtrada e incubar a 37ºC: 1 h para E. coli y 24 h para M. 
smegmatis. 
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j. Comprobar que los pozos de los controles de crecimiento el colorante haya virado 
de azul a rosa y en los de no crecimiento que la resazurina se mantenga azul. 
 
Protocolo 16. Extracción de ARN de micobacterias y E. coli – Método del TRIzol® 
 
Recomendaciones iniciales: 
§ Usar cabina de flujo laminar, tapabocas, guantes y bata, evitando hablar durante 
todo el procedimiento. 
§ Limpiar previamente las superficies y el exterior de todo el material a usar con 
NaOH 0,4 M. 
§ Tratar el interior del material de vidrio con agua DEPC. 
§ Usar puntas con filtro nuevas, libres de RNAsas. 
§ Autoclavar todo el material dos veces envolviéndolo en papel aluminio para evitar 
contaminaciones. 
 
Reactivos: 
§ DEPC: se guarda en la nevera, muy volátil, muy tóxico, se puede autoclavar 
(aunque no es siempre necesario) 
§ TRIzol: muy tóxico, se guarda en la oscuridad (Invitrogen) 
§ Cloroformo: exclusivo ARN 
§ Etanol al 80% en agua DEPC: exclusivo ARN 
§ Inhibidor de RNasas: se guarda en congelador 
§ Isopropanol: exclusivo ARN 
§ TE 0,5X en agua DEPC: preparar a partir de stock estéril con agua DEPC 
§ Agua libre de RNasas: añadir 1,0 mL de DEPC a 1 L de agua Mili Q y agitar toda 
la noche. Autoclavar cada vez que se use. 
 
Cultivo: 
a. Inocular en 50 mL de LB un precultivo de micobacteria crecido hasta fase 
estacionaria (por duplicado). 
b. Incubar a 37°C, hasta una OD595 = 0,3 - 0,5 aproximadamente. 
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Primer día: 
a. Centrifugar el cultivo en Falcon de 50 mL durante 10 min a 8500 rpm a 4ºC. 
b. Descartar el sobrenadante, resuspender las células en 1 mL de agua DEPC. 
c. Mezclar bien hasta obtener una solución homogénea aspirando/expulsando con la 
micropipeta durante 5 s. 
d. Transferir a un eppendorf de 1,5 mL de fondo cónico. 
e. Centrifugar a 5000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. 
f. Desechar cuidadosamente el sobrenadante y repetir el lavado con agua DEPC 
dos veces más. 
g. Desechar cuidadosamente el sobrenadante y escurrir al máximo sobre una toalla 
de papel. 
h. Continuar el procedimiento en hielo siempre que sea posible, resuspender las 
células en 1 mL de TRIzol y adicionar 1 µL de inhibidor de RNAsas. 
i. Mantener a temperatura ambiente durante 5 minutos. 
j. Transferir 1 mL de la suspensión a tubos O-ring que contengan 500 µL de perlas 
de vidrio. 
k. Colocar en el Mini BeadBeater cada muestra 6 veces velocidad máxima por 30 s. 
Colocando en hielo luego de cada ciclo por 1 minuto. 
l. Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos a 4ºC. 
m. Transferir el sobrenadante a un eppendorf nuevo. Incubar a temperatura ambiente 
por 5 minutos y adicionar 200 µL de cloroformo. Agitar suavemente durante 15 
segundos e incubar a temperatura ambiente por 3 minutos. 
n. Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4ºC. 
o. Cuidadosamente remover la fase acuosa (superior) y transferir a un eppendorf 
nuevo. 
p. Adicionar igual volumen de isopropanol (aproximadamente 600 µL por cada mL 
de TRIzol). 
q. Agitar con la mano y dejar toda la noche a -20ºC (en congelador). 
 
Segundo día: 
a. Centrifugar a 14000 rpm por 20 minutos a 4ºC. Cuidadosamente descartar el 
sobrenadante sin agitar el pellet. 
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b. Adicionar 1 mL de etanol al 80% y agitar. 
 
Nota 1: Si el ARN va a ser guardado más de unas pocas semanas (hasta un año), 
guardar el pellet en etanol a -80ºC y se continua cuando se necesite. 
 
c. Centrifugar a 7500 rpm por 10 minutos a 4ºC y descartar el sobrenadante. 
d. Cuidadosamente remover el sobrenadante sin agitar el pellet. 
e. Resuspender suavemente el pellet en 50 µL de agua DEPC o TE 0,5X. 
f. Conservar a -80ºC, etiquetar con fecha, nombre de la cepa y ARN (se puede 
mantener 1 año). 
 
Nota 2: Determinar la concentración y la calidad de la muestra midiendo la absorbancia a 
260 y 280 nm. Una absorbancia de 1 a 260 nm equivale a una concentración de 40 
µg/mL. 
 
Nota 3: Es recomendable hacer un tratamiento posterior con DNAsa I y correr el gel de 
agarosa para ver la integridad del ARN extraído. Preparar alícuotas según convenga. 
Realizar una PCR para comprobar contaminación con ADN genómico. 
 
Protocolo 17. Síntesis de ADNc. 
 
a. Mezclar 2 µg del ARN total, 1 µL de random primers (0,5 µg/µL) y completar a un 
volumen final de 11 µL con agua DEPC. 
b. Calentar a 65°C por 5 minutos, para eliminar las posibles estructuras secundarias 
del ARN. 
c. Enfriar en hielo. 
d. Adicionar 4 µL el buffer 5X, 2 µL de dNTP´s (10mM), 0,5 µL inhibidor de RNasas y 
1 µL de transcriptasa reversa (50-200U/µL) y completar a 20 µL con agua DEPC. 
e. Incubar a 30°C por 10 minutos y a 42°C durante un mínimo de dos horas. 
f. Almacenar a -20°C. 
 
Protocolo 18. PCR en tiempo real. 
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a. Diluir el cADN a una concentración final de aproximadamente 5 ng/µL. 
b. Al cADN adicionar 2,5 µL del 5X Express SYBR® Green ERTM Universal qPCR 
Super Mix. 
c. Agregar los oligonucleótidos directo y reverso (5 µM) y agua a un volumen final de 
5 µL. 
d. Crear el programa en el software del equipo y correr la PCR. 
 
Protocolo 19. Extracción de membrana plasmática. 
 
a. Cultivar las bacterias en condiciones normales hasta fase exponencial, si es 
necesario hacer la inducción de proteínas y en adelante mantener todo el tiempo 
las células en hielo. 
b. Centrifugar el cultivo a 8500 x g durante 10 min a 4°C. 
c. Descartar el sobrenadante (medio de cultivo) y lavar muy bien el pellet (células) 
con solución de sacarosa 250 mM. 
d. Centrifugar nuevamente y resuspender el pellet en buffer MOPS 10 mM (pH 7,4), 
EDTA 1mM, PMSF 0,3 mM.  
e. Lisar las células en un Mini-BeadBeater durante 5 min a 4°C o 10 pulsos de 1 min 
enfriando a -20°C entre cada pulso. 
f. Centrifugar a 25000 x g durante 30 min a 4°C. 
g. Recuperar el sobrenadante (membrana plasmática) y  descartar el pellet. 
h. Centrifugar el sobrenadante a 100000 x g durante 90 min a 4°C. Es necesario 
tener presente que la centrifuga tarda en alcanzar la velocidad y detenerse, por 
tanto debe ser programada por lo menos durante 190 min.  
i. Descartar el sobrenadante, lavar y resuspender el pellet (membrana plasmática) 
en sacarosa 250 mM (~1 mL). 
j. Hacer alícuotas de 100 µL, cuantificar el contenido de proteína y almacenar a -
70°C hasta su uso.   
 
Protocolo 20. Cuantificación de proteínas por el método de Bradford. 
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a. Preparar una solución patrón de BSA de 5 mg/mL. 
b. Preparar la curva de calibración entre 1,6  y 16 µg/mL de BSA diluyendo en buffer 
PBS 1X pH 7,4 (volumen final de 50 µL). 
c. Adicionar 200 µL de reactivo de Bradford (azul de Coomassie G-250 al 0,1 %, 
etanol al 4,8 % y ácido fosfórico al 8,5 %). 
d. Agitar y luego de 10 min medir absorbancia a 595 nm y 450 nm.   
e. Preparar las diluciones de la proteína de interés (en el mismo buffer en que se 
preparó el BSA) y testear alícuotas por triplicado. 
f. Calcular la concentración de la proteína usando la curva de calibración.  
g. Igualar las concentraciones de todas las membranas para correr el gel de SDS-
PAGE y para los ensayos de actividad ATPasa. 
 
Protocolo 21. Ensayos de actividad ATPasa específica estimulada por la presencia de 
metales alcalinos/alcalinotérreos, usando el método de Fiske-Subbarow modificado con 
bismuto. 
 
Diseñar en una placa de ELISA de 96 pozos el experimento teniendo en cuenta que el 
volumen final de reacción es 50 µL y cada condición evaluada se debe hacer por 
triplicado. Se evalúan los cationes de Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+, y las tres membranas 
extraídas de M. smegmatis mc2155 (cepa silvestre, transformada con pMV261 y 
transformada con pCAT3) y las tres membranas extraídas de E. coli TOP10 (cepa 
silvestre, transformada con pBAD-A y transformada con pCAT2) 
 
a. Mezclar en un medio de reacción los siguiente reactivos en las concentraciones 
finales indicadas: MOPS 2,17 mM (pH 7,4), MgCl2 3 mM, BRIJ-58 0,01-0,05%, 
EGTA 0,25 mM (solo para las pruebas con Ca2+), 8 µg de proteína (vesículas de 
membrana), concentración optima de cada metal (10 mM de Na+, 100 mM de 
K+,10/40 mM de Na+/K+ y 30 µM de Ca2+) y agua desionizada. 
b. Adicionar ATP 1,0 mM para iniciar la reacción enzimática. 
c. Incubar la mezcla de reacción enzimática a 37°C durante 30 min (tiempo exacto).  
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d. Adicionar 100 µL de la solución reveladora que contiene ácido ascórbico 3%, 
molibdato de amonio 0,5%, SDS 3% en HCl 2 M. Mezclar e incubar a -20ºC en 
durante 20 min. 
e. Adicionar 150 µL de la solución de bismuto que contiene citrato de bismuto 3,5% 
y citrato de sodio 3,5% en HCl 2 M. Mezclar e incubar a 37°C durante 15 min. 
f. Leer la absorbancia en un lector de ELISA a 690 nm.  
 
Nota 1: Se deben hacer los siguientes blancos: blanco con solo agua desionizada, 
blanco con solo ATP, y blanco de mezcla de reacción enzimática sin cationes. 
 
Nota 2: Se debe hacer una curva de calibración de Pi con concentraciones entre 3-37 
µM de NaH2PO4, adicionando las dos soluciones reveladoras. Esta curva se debe hacer 
cada vez que se haga un nuevo ensayo. 
 
Protocolo 22. Ensayo de actividad ATPasa especifica con Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+, 
usando el método de Fiske-Subbarow modificado con bismuto. 
 
Diseñar en una placa de ELISA de 96 pozos el experimento teniendo en cuenta que el 
volumen final de reacción es 50 µL y cada condición evaluada se debe hacer por 
triplicado. Se evalúa el efecto de la concentración de proteína de membrana, pH, 
temperatura y concentración de Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+, sobre las membranas extraídas 
de M. smegmatis mc2155 (cepa silvestre, cepa transformada con pMV261 y transformada 
con pCAT3). 
  
a. En la mayoría de los caso se usó la siguiente mezcla de reacción: MOPS 2,17 
mM (pH 7,4), MgCl2 3 mM, BRIJ-58 (0,01% para Na+ y K+, 0,05% para Na+/K+ y 
0,02% para Ca2+), 0,25 mM de EGTA (solo para ensayos con Ca2+), 8 µg de 
proteína (vesículas de membrana), concentración optima de cada metal y agua 
desionizada. Para el efecto de la concentración de proteína de membrana se 
evaluó un rango entre 2 y 14 µg; para el efecto del pH se varió en un rango de 
5,42 a 9,33 (para todos los pH se usó buffer MOPS 10 mM); y para el efecto de la 
concentración de sustrato se evaluaron diferentes rangos dependiendo de cada 
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metal: Na+ entre 10 µM y 10 mM, K+ entre 100 nM y 300 mM, Na+/K+ entre 10/40 
µM y 1,25/5 mM y Ca2+ entre 1,92 nM y 150 µM. 
b. Adicionar ATP 1,0 mM para iniciar la reacción enzimática. 
c. Incubar la mezcla de reacción enzimática a 37°C durante 30 min (tiempo exacto).  
d. Para el efecto del tiempo de reacción se vario entre 5 y 60 minutos la reacción 
con ATP a 37ºC. 
e. Para el efecto de la temperatura se sometió la reacción a 4, 25, 37, 45 y 60 °C. 
f. Adicionar 100 µL de la solución reveladora que contiene ácido ascórbico 3%, 
molibdato de amonio 0,5%, SDS 3% en HCl 1 M. Mezclar e incubar a -20ºC 
durante 20 min. 
g. Adicionar 150 µL de la solución de bismuto que contiene citrato de bismuto 3,5% 
y citrato de sodio 3,5% en HCl 2 M. Mezclar e incubar a 37°C durante 15 min. 
h. Leer la absorbancia en un lector de ELISA a 690 nm.  
 
Nota 1: Se deben hacer los siguientes blancos: blanco con solo agua desionizada, 
blanco con solo ATP, y blanco de mezcla de reacción enzimática sin catión. 
 
Nota 2: Se debe hacer una curva de calibración de Pi con concentraciones entre 3-37 
µM de NaH2PO4, adicionando las dos soluciones reveladoras. Esta curva se debe hacer 
cada vez que se haga un nuevo ensayo. 
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